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(57) Tiivistelma - Sammandrag 

Keksinto koskee prosessia ja laitteistoa heraproteiinien 
eristamiseksi. Prosessi sisaltaa vaiheet, joissa 

a) suoritetaan heran esikasittely, joka ainakin kasittaa 
heran konsentroiimin poistamalla siita noin 75-95 % sen 
vedesta, 

b) suoritetaan vaiheen a) esikasitellyn heran sulfonoin- 
tikasittely, jossa esikasitelty hera saatetaan kosketukseen 
sulfiitin ja elintarvikeiaatuisen hapettavan yhdisteen kans- 
sa oleellisesti ilman katalysaattoria ja heran proteiinit 
sulfonoituvat, ja 

c) suoritetaan vaiheen b) esi- ja sulfonointikasitellyn 
heran loppukasittely, joka ainakin kasittaa heran sulfonoi- 
tujen proteiinien erottamisen em. kasitellysta herasta. 
Laitteisto kasittaa 

a) heran syotto- ja esikasittelylaitteet, jotka kasittavat 
heran konsentroLntilaitteen (6, 7), 

b) proteiinien sulfonointikasittelyiaitteet, jotka kasitta- 
vat 

b I ) sulfonointireaktorin (4, 5), 
b2) sulfiitin annostelulaitteen (A) ja 
b3) ehntarvikelaatuisen hapettavan yhdisteen annostelu- 
laitteen (B), joilla molenunilla annostelulaitteilla (A, B) on 
yhteys sulfonointireaktoriin (4, 5), 

c) sulfonoitujen proteiinien jalkikasitteiylaitteet, jotka 
kasittavat sulfonoitujen proteiinien erotus- ja talteenotto- 
laitteet (mm. 10, 13, 14, 15), ja 



d) johdot kohdan a) heran syotto- ja esikasittelylaittei- 
den (6, 7) ja kohdan b) proteiinien sulfonointilaitteiden (4, 
5) valilla seka kohdan b) proteiinien sulfonointilaitteiden 
C"^. 5) ja kohdan c) sulfonoitujen proteiinien jalkikasittely- 
laitteiden (mm. 10, 13, 14, 15) valilla. 



Uppfinningen avser en process och en apparatur for isole- 
ring av proteiner ur vassla. Processen innehiUer stegen, 
dar 

a) vasslan forbehandlas, vilket atminstone innefattar 
koncentrering av vasslan genom avlagsning av 75-95 % av 
dess vatten, 

b) den forbehandlade vasslan ur steg a) sulfoneringsbe- 
handlas, varvid den forbehandlade vasslan bringas i kon- 
takt med sulfit och en oxiderande forening av livsmedels- 
kvalitet utan katalysator och vasslans proteiner sulfoneras, 
och 

c) den for- och sulfoneringsbehandlade vasslan ur steg 
b) slutbehandlas, varvid vasslans sulfonerade proteiner 
atminstone separeras ur ovannamnda behandlade vassla. 
Apparaturen innefattar 

a) tillforsel- och forbehandlingsapparater for vasslan, 
vilka irmefattar en koncentreringsapparat (6. 7) for vasslan, 

b) proteinsulfoneringsapparater, som innefattar 
bi) en sulfoneringsreaktor (4, 5). 

b2) en sulfitdoseringsapparat (A) och 
b3) en doseringsapparat (B) for den oxiderande fbrenin- 
gen av livsmedelskvalitet, vilka bagge doseringsapparater 
(A, B) ar forenade med sulfoneringsreaktom (4, 5), 

c) efterbehandlingsapparater for de sulfonerade protei- 
nema, vilka efterbehandlingsapparater iiuiefattar separe- 
rings- och tillvaratagningsapparater (bl.a. 10, 13, 14, 15) 
for de sulfonerade proteinema, och 

d) ledningar mellan matnings- och forbehandlingsappa- 
ratema (6, 7) for vasslan i punkt a) och sulfoneringsappa- 
ratema (4, 5) for proteinema i punkt b) samt mellan sulfo- 
neringsapparatema (4, 5) for proteinema i punkt b) och ef- 
terbehandlingsapparatema (bl.a. 10, 13, 14, 15) for de sul- 
fonerade proteinema i punkt c). 
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Menetelma heraproteiinien eristamiseksi 

Keksinto koskee prosessia paaasiassa vetta, laktoosia ja proteiineja sisaltavan heran 
5 proteiinien eristamiseksi, joka sisaltaa vaiheet, joissa 

a) suoritetaan heran esikasittely, joka ainakin kasittaa heran konsenti oinnin pois- 
tamalla siita noin 75-95 % sen vedesta, 

b) suoritetaan vaiheen a) esikasitellyn heran sulfonointikasittely, ja 

c) suoritetaan vaiheen b) esi- ja sulfonointikasitellyn heran loppukasittely, joka 
10 ainakin kasittaa heran sulfonoitujen proteiinien erottamisen em. kasitellysta herasta 

konsenti oimalla ne, saostamalla ne ja/tai suorittamalla niille fraktiosaostus. 

Heraproteiinit ovat muihin ravintoproteiineihin nahden taysin ylivoimaisia, mita tulee 
niiden ravintoai"voon ja erityisesti lysiini- ja metioniinipitoisuuteen. Heraproteiinien 
taheenotto ja kaytto ihmisravinnossa vahentaisi myos juustontuotannon kustannuksia. 
15 Vaikka heraproteiinin kaytolla on potentiaalia ilimisravintona, paaesteet nayttavat talla 
hetkella olevan (1) sen talteenottoprosessin ja eri komponenttien erotusprosessin kal- 
leus ja (2) konsentraatin tai isolaatin huonot funktionaaliset ominaisuudet, kuten huono 
liukoisuus, emulgointikyky, geelinmuodostuskyky ja vaahdomnuodostuskyky. 

20 Heran proteiinien eristysta vaikeuttaa niiden hyva liukoisuus eika siihen voida vaikut- 
taa pH:n muutoksella valilla pH 2-9 proteiinien ollessa natiivissa muodossa. Proteiini- 
en eristys tapahtuu neljan paamenetelman mukaisesti: I. denaturointi ja saostus, 2. ult- 
rasuodatus, 3. ioninvaihto ja 4. kemiallinen muuntelu ja saostus. 

25 Yleisimmin tunnettu menetelma heraproteiinien eristamiseksi on denaturointi eli kuu- 
memius ja pH:n laskeminen happamelle puolelle. Eristys on suoritettavissa taloudelli- 
sesti esimerkiksi seuraavasti: hera konsentioidaan noin 20 %:n kuiva-ainepitoisuuteen, 
pH saadetaan valille 6,0-7,0, proteiinit denaturoidaan pitamalla lampotila 90°C:n yla- 
puolella 10-30 min, minka jalkeen proteiinit saostetaan laskemalla pH 4,4-5, 0:aan. Tu- 

30 loksena saatu proteiini on menettanyt lahes kaikki tarkeimmista em. funktionaalisista 
ominaisuuksistaan. Sita kaytetaan paaasiassa erilaisissa levitteissa, esimerkiksi sulate- 
juustoissa, osittain tai kokonaan korvaamaan juusto. Hill, etal. Can. Int. Food Sci, 
Technol. J. 15, (1982) 155-160. 

35 Nyk-yaan heran proteiinit eristetaan paaasiassa proteiinikonsentiaattina ultiasuodatta- 
malla ja kuivaamalla tai proteiini-isolaattina kayttamalla ioninvaihtoadsoi-ptiotekniik- 
kaa ja kuivaamalla. Molemmilla menetelmilla on mahdollista saada eristetyt proteiinit 
funktionaalisina. Maaraavana tekijana naidenkin tuotantomenetelmien valinnassa on 
tuotteen funktionaalisuus ja sen tuotantokustannukset. 
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Proteiinikonsentraattien koostumuksessa, funktionaalisuudessa seka aistittavissa omi- 
naisuuksissa esiintyy suurta vaihtelua ja sen vuoksi teollisuus vieroksuu niiden kayttda. 
Vaihtelu johtuu heran erilaisesta koostumuksesta ja esikasittelyn seka valmistus- ja ka- 
sittelyolosuhteiden erilaisuudesta. 

Proteiini-isolaateissakin esiintyy edella mainituista syista eri ominaisuuksien vaihtelua. 
loninvaihtoadsorptiomenetelma niiden valmistamiseksi tasaa vaihtelua jonkin verran ja 
antaa koostumukseltaan erilaisen lopputuotteen kuin mita proteiinikonsentraatti on. 

Julkaisun Morr ja Foegeding, Food Technol. 44 (1990) 100-1 12, mukaisen aineiston, 
jossa oli kolme heraproteiini-isolaattia ja kahdeksan konsentraattia, analyysi osoitti 
naiden eroavan selvasti koostumukseltaan. Konsentraattien ja isolaattien koostumuksen 
keskimaaraiset arvot olivat vastaavasti seuraavat: proteiinipitoisuus 73,8 ja 91,0 %, ei- 
proteiinityppi 3. 10 ja 0,32 %, vesi 5, 13 ja 3,75 %, tuhka 4,27 ja 1,82 %, laktoosi 3,92 
ja 0,57 % seka rasva 5,00 ja 0,57 %. 

Saman julkaisun mukaan isolaatit olivat selvasti funktionaalisempia ja laadukkaampia 
kuin konsentraatit rasvan ja proteiinin maaraan nahden seka proteiinin liukoisuuden, 
vaahtoavuuden ja vaahdon pysyvyyden, proteiinin denaturoimattomuuden ja kokkarei- 
suuden seka maun ja hajun suhteen. Konsentraattien suhteeUisen korkea laktoosi- ja 
mineraalipitoisuus seka heikko maku ja haju olivat tekijoita, jotka rajoittivat konsent- 
raattien kayttoa elintarviketeollisuudessa. 

Heraproteiini-isolaattien hyvia ominaisuuksia ja kayttokelpoisuutta rajoittaa valmistus- 
menetelmasta johtuva tuotteen korkeahko hinta. 

Muuttamalla proteiinien rakennetta kemiallisella reaktioUa voidaan vaikuttaa molekyy- 
lin varaukseen, avaruusrakenteeseen ja siten eraisiin muihinkin ominaisuuksiin, kuten 
liukoisuuteen, viskositeettiin, vaahtoavuuteen ja osittain emulgointiominaisuuksiinkin. 

Kaytannollisin ja yksinkertaisin kemiallinen menetelma proteiinin molekyylin raken- 
teen muuntelussa on sulfonointi, so. oksidatiivinen sulfitolyysi (sulfitolyysi + hapetus). 
Siina proteiinien aminohappoketjujen valiset rikkisillat eli disulfidisidokset aukaistaan, 
kun sulfiitti-ioneja lisaamalla kaynnistetaan hapetuspelkistysreaktio, jossa toinen rikki 
hapettuu sulfonaatiksi ja toinen pelkistyy sulfhydryyliryhmaksi. 

Lisaamalla mukaan viela hapettava tekija vapaat sulfhydryyliryhmat hapettuvat jalleen 
disulfidisidoksiksi, jotka puolestaan jatkavat reaktiossa niin kauan, kunnes kaikki sulf- 
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hydiyyliiyhmat ovat sulfonoituneet tai reaktion jokin muu tekija on muodostunut ra- 
joittavaksi. Sulfonoinnin eli oksidatiivisen sulfitolyysin periaate on kuvattu seuraavas- 
sa kaaviossa; 

5 2RS - SR + 2HSO3- 2RS-SO3- + 2RSH 

sulfitolyysi 
2RSH + hapetin ^ RS - SR + 2H-hapetin 
hapetus 



10 RS - SR + 2HSO3- + hapetin 2RS-SO3- + 2H-hapetin 

kokonaisreaktio 

Siina RS - SR kuvaa proteiinimolekyylia, joka koostuu kahdesta amihohappoketjusta 
R, jolloin S - S on kaliden aminohappoketjun valissa oleva disulfidisidos, joka yhdistaa 
1 5 aminohappoketjut ja pitaa niita osaltaan lukittuna tiettyyn asentoon, joka laukeaa reak- 
tion myota. Muunnetut proteiinimolekyylit ovat saostettavissa liuoksesta laskemalla 
pH:ta sulfitolyysiieaktion pHrsta pH 3-5:een. 

Oksidatiivista sulfitolyysia on julkaisussa Kella, N.K.D., etal, J. Agr. Food Chem., 37 
20 (1989), 1203-1210, kaytetty heran proteiini-isolaattien molekyylien muunteluun tarkoi- 
tuksena vaikuttaa proteiinien funktionaalisiin ominaisuuksiin kuten liukoisuuteen, vis- 
kositeettiin, vaahtoavuuteen ja vaahdon pysyvyyteen. Ominaisuuksiin vaikuttavana 
tekijana oli disulfidisidosten vahentaminen suhteessa alkuperaisten disulfidisidosten 
kokonaismaaraan. Tietyt ominaisuudet paranivat tai huononivat disulfidisidosten va- 
25 hetessa. Mm. liukoisuus huononi alle 5 %:n jo 25 %:n disulfidisidoksista kadottua ja 
samalla liukoisuus-pH-kayran liukoisuusminimi muuttui seuraavasti; disulfidisidosten 
poistuma %:eina seka vastaava liukoisuusminimi pH-astei-koUa: 25 % - pH 4,75; 
50 % - pH 4,38; 75 % - pH 4,2; ja 100 % - pH 4,0. 

30 Muuntelureaktiossa proteiini-isolaattien konsentraatio oli 1,0 % ja sulfiitin 0, 1 M, 

urean 4 M seka pH 7,0 ja lampotila 25°C. Hapettavana tekijana kaytettiin liuoksen lapi 
puhallettua happea ja katalysaattorina CuS04:a liuotettuna 800 mM konsentiaatioon. 
Eriasteisesti muunnellut proteiini-isolaatit eristettiin saostamalla ammoniumsulfaatilla, 
jota lisattiin liuokseen niin paljon, etta siita muodostui 50-%:isesti kyllastetty. Muuttu- 

35 neita liukoisuusominaisuuksia ei kaytetty hyvaksi proteiinien eristamisessa. 

Julkaisussa Gonzalez, J.M., Damodaran, S., J. Food Sci., 55 (1990) no 6, 1559-1563, 
kaytettiin oksidatiivista sulfitolyysia tarkoituksena eristaa sellaisen makean raakaheran 
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proteiineja, jonka proteiinipitoisuus on noin 0,6 %, lahes samoissa koe-olosuhteissa 
kuin edella; pH 7,0, sulfiittikonsentraatio 0, 1 M, lampotila 25°C seka hapettimena hap- 
pi ja katalysaattorina Cu"'^-ioni CuC03:na, mutta tassa tapauksessa kiinteina helmina 
ja pakattuna lasikolonniin. Sulfitolyysin tuote hapetettiin sulfonaattijohdaimaiseksi 
5 kien attamalla sita mainituilla helmilla taytetyssa koloanissa. Sen jalkeen helmijaan- 
nokset poistettiin nestemaisesta reaktioseoksesta senbifugoimalla. Sulfonoidut ja ku- 
parin kanssa kelatoituneet proteiinit eristettiin fiinktionaalisina saostamalla pHrssa 4,5. 
Ennen saostamista liuoksesta jouduttiin kuitenkin poistamaan sulfonoituun heran pro- 
teiiniin kelatoitunut kupari EDTA-kasittelylla. Tassakin oli kysymyksessa tyolas ja 
10 monimutkainen laboratoriomitan toteutus kalliilla laitteistoUa ja kemikaaleilla, kuten 
edellisessa aitikkelissa. Korotetun lampotilan reaktiota nopeuttavaa vaikutusta ei voida 
hyodyntaa, silla lampotilan noustessa hapen liukoisuus ja siten sen pitoisuus (reagoiva 
niaara) alenee. Suolatkin alentavat liuoksen happipitoisuiitta. 

15 Heran proteiinien eristamista toimivina tuotteina taloudellisesti on pyritty toteuttamaan 
jo kauan kayttamalla hyvaksi monenlaisia menetelmia, mutta esitetyt ratkaisut ovat ol- 
leet puutteellisia useastakin syysta. 

Edella esitetyt sovellutukset, jotka pemstuivat oksidatiiviselle sulfitolyysille, eivat joko 
20 pyikineet tarjoamaan ratkaisua eristamiseen, vaan ainoastaan tiettyjen ominaisuuksien 
muunteluun, tai esitetty ratkaisu on niin vaikeasti hyodynnettavissa tuotantomitassa, 
ettei se ole ollut toteuttamiskelpoinen. 

Keksinnon tarkoituksena on aikaansaada heran proteiinien eristamiseksi menetelma ja 
25 laitteisto, joka on mahdoUisimman taloudellinen ja yksinkertainen. Lisaksi halutaan 
toimivaja taloudellinen menetelma heran eri proteiinien erottamiseksi toisistaan, jol- 
loin voidaan poistaa heran proteiineista esim. pikkulapsille allergiaa aiheuttavat pro- 
teiinit. Keksinnossa pyritaan myos sellaiseen heran proteiinien eristamismenetelmaan, 
joka tuottaa mahdoUisimman funktionaalista eli emulgointikykyista, geelinmuodostus- 
30 kykyista ja vaahdonmuodostuskykyista proteiinia. Tavoitteena on viela mahdoUisim- 
man tei-veellisen ja miellyttavan seka ihmisravinnoksi kelpaavan heran proteiinien 
valmistusmenetelma. 

Keksinnossa pyritaan myos menetelmaan, joUa proteiinin koostumus saadaan halu- 
35 tuksi. 

Nama tavoitteet on nyt saavutettu uudella menetelmalla heran proteiinien eristamisek- 
si, joille paaasiassa on tunnusomaista se, mita sanotaan patenttivaatimuksen 1 tunnus- 
merkkiosassa. 
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Keksinnossa on siis oivallettu, etta paaasiassa vetta, laktoosia ja proteiineja sisaltavan 
heran proteiinit voidaan eristaa kaupallisesti kayttokelpoisella prosessilla, mikali pro- 
sessi sisaltaa vaiheet, joissa 

a) suoritetaan heran esikasittely, joka ainakin kasittaa heran konsentroinnin poista- 
5 malla siita noin 75-95 % sen vedesta, 

b) suoritetaan vaiheen a) esikasitellyn heran sulfonointikasittely, jossa esikasitelty 
hera saatetaan kosketukseen sulfiitin ja elintarvikelaatuisen hapettavan yhdisteen kans- 
sa oleellisesti ihnan katalysaattoria ja heran proteiinit sulfonoituvat, ja 

c) suoritetaan vaiheen b) esi- ja sulfonointikasitellyn heran loppukasittely, joka ai- 
10 nakin kasittaa heran sulfonoitujen proteiinien erottamisen kasitellysta herasta. Keksin- 

nolle on nimenomaan tunnusomaista se, etta esikasitellyn heran sulfonointikasittely b) 
suoritetaan siten, etta esikasitelty hera saatetaan kosketukseen sulfiitin ja elintarvike- 
laatuisen hapettavan yhdisteen kanssa ilman katalysaattoria ja heran proteiinit sulfo- 
noituvat. 

15 

Kun puhutaan vaiheen b) sulfonoinnista oleellisesti ilman katalysaattoria, tarkoitetaan 
nimenomaan ilman sellaista CuC03:n tapaista katalysaattoria, joka muuttaa ja/tai myr- 
kyttaa heraproteiinit. Muita elintarvikekelpoisia sulfonointia edistavia aineita voidaan 
kyllakin kayttaa. Keksinnon mukainen prosessi voidaan suorittaa joko jatkuvatoimise- 
20 na tai panostyyppisena. Prosessi on kuitenkin edullisesti panostyyppinen, joUoin va- 
hintaan kaksi vaiheista a), b) ja c) voidaan suorittaa perakkain kayttaen samaa astiaa 
ja/tai samoja kasittelylaitteita. 

Keksixmon mukaisen menetelman lahtoaineena kaytetaan juustontuotannosta saatavaa 
heraa. Kuten jo mainittiin, vaihe a) kasittaa veden noin 75-95-%:isen poistamisen he- 

25 rasta. Tama veden poistaminen voi tapahtua milla tahansa alalia tunnetulla operaatiol- 
la, jolloin eduUinen operaatio on ultrasuodatus, erityisesti kayttamalla 9 000 - 40 000 
D:n ultrasuodatuskalvoa. Erityisen edullisella ultrasuodatuslaitteella suodatuskalvojen 
pidatysarvo on noin 10 000 D. Ultrasuodatuksessa hera konsentroituu siten, etta sen 
nestevolyymi sisaltaa 4-16 kertaa enemman kuiva-ainetta kuin konsentroimaton hera. 

30 Eraan eduUisen suoritusmuodon mukaan vaihe a) kasittaa sellaisen vesimaaran pois- 
tamisen, etta esikasitellyn heran proteiinipitoisuudeksi tulee noin 2-7 % (paino/tila- 
vuus), edullisesti noin 4 % (paino/tilavuus). Vedenpoistossa ja edullisesti ultrasuoda- 
tuksessa muodostunut suodos voidaan ottaa talteen ja se on prosessissa syntyva kaytto- 
kelpoinen sivutuote. 

35 Keksinnon eraan edullisen suoritusmuodon mukaan heran esikasittelyvaihe a) kasittaa 
myos heran mikrosuodatuksen, joka edullisesti tapahtuu ennen veden noin 75-95- 
%:ista poistamista siita. Mikrosuodatuksessa poistetaan herasta sinne jaaneeet maidon 
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kaseiinihiukkaset ja osa lipoproteiineista seka vahennetaan huomattavasti heran sisal- 
tamaa bakteerimaaraa tai poistetaan bakteerit kokonaan. Mikrosuodatus ei pidata heran 
oleellisia proteiineja ja se suoritetaan kayttamalla 0,22-0,80 jomrn, eduUisesti noin 
0,22 )jjTi:n kalvoja. Mikrosuodatuksen ansiosta ultrasuodatus helpottuu ja nopeutuu ja 
5 heran laatu paranee. Mikrosuodatettaessa heraa muodostuu pidatteena sivutuotetta, 
joka on yksinkertaisimmillaan sopivaa rehukayttoon lampokasittelyn jalkeen. Mikro- 
suodatuksen lipoproteiinit ovat myos kayttokelpoisia luohnollisina emulgointiaineina 
elintarvikkeissa, 

Heran esikasittelyvaiheen a) jalkeen suoritetaan vaiheessa b) proteiinien sulfonointi, 
10 joka kasittaa esikasitellyn heran saattamiseen kosketukseen sulfiitin ja elintarvikelaa- 
tuisen hapettavan yhdisteen kanssa. Kuten jo mainittiin, esikasitelty hera on konsent- 
roitu ja edullisesti mikrosuodatettu. Sulfonoinnin toinen reagenssi eli sulfiitti voi oUa 
mika tahansa kemian alalia tunnettu sulfiitti tai sulfiitti-ionia muodostava reagenssi. 
Eraan suoritusmuodon mukaan sulfiittina kaytetaan tavallista sulfiittia, vetysulfiittia 
15 ja/tai metabisulfiittia. Talloin ko. suolojen kationisena komponenttina voidaan kayttaa 
mita tahansa suolan kationia, kuten ammoniumia, tai jaksollisen jarjestelman jonkin 
lyhmista 1-4 metallia, kuten alkalimetallia tai maa-alkalimetallia. On eduUista kayttaa 
sulfiittina alkalimetallin ja/tai maa-alkalimetallin sulfiittia, vetysulfiittia ja/tai metabi- 
sulfiittia, edullisesti natriumsulfiittia, natriumvety sulfiittia ja/tai natriummetabisulfiit- 
20 tia. Erityisen hyvia tuloksia saadaan, mikali eo. keksinnon mukaisen menetelman vai- 
heessa b) kaytetaan sulfiittina natriumvetysulfiittia. 

Lopputuotteiden toiminnallisiin ja muihin ominaisuuksiin pystytaan vaikuttamaan val- 
mistusprosessin sulfitolyysissa maarittamalla sulfiitin maarau suhde heraproteiinissa 
25 olevien disulfidisidosten maaraan. Tyypillinen tapa laskea heraproteiinin sulfonointiin 
tarvittava sulfiittimaara loytyy em. julkaisusta Gonzalez, J.M. ja Damodaran, S., J. 
Food Sci. 55 (1990), 1559-1563, jonka esitys liitetaan tahan viitteeksi. Eraan suoritus- 
muodon mukaan vaiheen b) sulfonoinnissa sulfiitin pitoisuus herakonsentraatissa on 
valilla noin 0,02-0,20 M, eduUisesti valilla noin 0,05-0,10 M. 

30 

Menetelman vaiheessa b) sulfonoiimin hapettimena kaytetaan keksinnon mukaisesti 
elintarvikelaatuista hapettavaa yhdistetta (siis ei happikaasua), joka reagoi spontaanisti 
ja suoraan heraproteiinien sulfliydryyliryhmien (-SH) kanssa muodostaen disulfidiryh- 
mia, disulfidisidoksia. Keksinnolle on oleelhsta, etta elintarvilaatuinen hapettava 
35 yhdiste on niin reaktiivinen, ettei sulfonointireaktiossa tarvita katalyyttia. Katalyytin 
kayttdon liittyy nimittain se vaikeus, etta se kontaminoi heran proteiinit ja on hyvin 
vaikea poistaa tuotteesta. 
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Elintarvikekelpoisia hapettimia tunnetaan alalia paljonkin, mm. elintarvikkeiden ja 
niiden puolivalmisteiden valkaisusta, kypsentamisesta ja ns. vettamisesta. Kirjalli- 
suus mainitsee mm. erilaiset entsyymit, kuten aspergillus-flavus-oryzae-entsyymi, 
orgaaniset peroksidit, kuten asetoniperoksidi ja bentsoyyliperoksidi, epaorgaaniset 
5 peroksidit ja peroksisuolat, kuten ammoniumperoksisulfaatti, kaliumperoksisulfaatti 
ja kalsiumperoksidi, myrkyttomat atsoyhdisteet, kuten atsodikarbonamidi (ADA), 
nitrosyylikloridi, L-kysteiini, halogenaatit, kuten kaliumbromaatti, bromaattien ja jo- 
daattien seokset, seka kalsium- ja kaliumjodaatti. Myos yhdisteita, kuten kalsium- 
stearoyyli-2-laktylaattia, klooria ja askorbiinihappoa on kaytetty elintarvikekelpoisi- 
10 na hapettimina. On edullista, mikali eo. keksinnon proteiinien sulfonointivaiheessa 
b) kaytetaan elintai-vikelaatuisena hapettavana yhdisteena elintai-vikelaatuista perok- 
sidiyhdistetta ja/tai halogenaattia, edullisesti vastaavastiicalsiumperoksidia Ca02 
ja/tai kaliumbromaattia KBr03. 

15 Elintai-vikelaatuisen hapettavan yhdisteen pitoisuus proteiinien sulfonointivaiheessa 
b) voi suurestikin vaihdella, riippuen toivottavasta sulfonointiasteesta. Eristettavien 
heraproteiinien halutut ominaisuudet taas maaraavat, mihin sulfonointiasteeseen on 
pyrittava. Lisaksi sulfonointiaste vaikuttaa heraproteiinien eristysmenetelmaan, ku- 
ten mikiosuodatukseen, ultiasuodatukseen ja saostusolosuhteisiin. Siten voidaan sa- 

20 noa, etta keksinto koskee mita erilaisimpien elintarvikelaatuisen hapettavan yhdis- 
teen pitoisuuksien ka\^6a proteiinien sulfonointivaiheessa b). Eraan suoritusmuo- 
don mukaan on kuitenkin edullista kayttaa sellaista elintarvikelaatuisen hapettavan 
yhdisteen pitoisuutta, joka on valilla noin 0,01-0,15 % (paino/tilavuus), laskettuna 
aktiivisena happena. 

25 

Keksinnon mukaisen menetelman optimoimiseksi on maariteltava myos sopiva reak- 
tiolampotila, saostuksessa kaytetty pH seka pH:n muutoksissa kaytetyt hapot ja 
emakset seka sopivat toimenpiteet haluttujen ominaisuuksien saamiseksi tuotteelle, 
joka voi olla heraproteiinin tai sen spesifisen fraktion konsentraatti, tahna tai jauhe. 

30 

Eraan edullisen suoritusmuodon mukaan vaiheen b) sulfonointilampotila on noin 
25-55*^0, eduUisimmin noin 30-50°C. EduUinen pH, jossa sulfitolyysi ja hapetus ta- 
pahtuu, on valilla noin 5,0-8,5. pH voidaan saataa myrkyttomilla hapoilla ja emak- 
silla, esim. lisaamalla suolahappoa HCl ja natiiuirdiydroksidia NaOH taipeen mu- 
35 kaan vaiheen b) sulfonointiseokseen. 

Kuten edella esitettiin, vaiheen b) sulfonointi koostuu itse asiassa kahdesta reakti- 
osta, sulfitolyysista ja hapetuksesta. Nama reaktiot voidaan joko suorittaa samanai- 
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kaisesti tai perakkain. Eraan eduUisen suoritusmuodon mukaan vaiheen b) sulfo- 
nointi eli sulfitolyysi ja hapetus suoritetaan kahdessa alivaiheessa siten, etta bj) he- 
ran proteiinit sulfitolysoidaan saattamalla esikasitelty hera kosketukseen sulfiitin 
kanssa ja b2) sulfitolysoidut proteiinit hapetetaan saattamalla ne kosketukseen elin- 
5 tarvikelaatuisen hapettavan yhdisteen kanssa. Talloin on edullista kayttaa muuten 
samoja parametreja kuin edella on esitetty sulfonointivaiheen b) kasittelyn yhtey- 
dessa, paitsi etta alivaihe bi) suoritetaan pH:ssa noin 6,0-7,5 ja eduUisimmin pH:ssa 
6,5-7,0. EduUinen reaktioaika on noin 10-50 minuuttia. Alivaihe b2) suoritetaan 
eduUisesti pH:ssa noin 5,0-7,0 eli hieman alempana kuin alivaihe bi) ja eduUisim- 
10 min pH:ssa noin 5,5-6,5. Reaktioaika on edullisesti noin 15-60 minuuttia eli hieman 
pitempi kuin vaiheessa bj). Molempien vaiheiden bj) ja b2) eduUinen lampotila on 
noin 25-55°C, eduUisimmin noin 30-50°C. 

Kun esilla olevan keksinnon mukaisen prosessin vaiheen b) proteiinien sulfonointi 
15 on suoritettu loppuun, saadaan tuloksena seos, joka muodostuu oleellisesti laktoo- 
sista ja sulfonoiduista proteiineista vesiliuoksena, sulfonoitu herakonsentraatti. Talle 
liuokselle suoritetaan loppukasittely vaiheessa c), jossa sulfonoidut proteiinit erote- 
taan siita ja otetaan talteen. Erotus ja talteenotto voi tapahtua paaasiassa kolmen 
menetelman mukaisesti: konsentroimalla sulfonoidut proteiinit, saostamalla ne tai 
20 suorittamalla niille fraktiointisaostus. On tietenkin selvaa, etta nama kolme paame- 
netelmaa voidaan modifioida ja yhdistaa esim. siten, etta saostus suoritetaan vain 
rajoitetuUe fraktiomaaralle ja loput fraktiot konsentroidaan, jac. On myos selvaa, 
etta keksinnon mukaiseen menetelmaan kuuluu olemassa olevien operaatiomahdoUi- 
suuksien ja laitteiden kayton vaihtelu siten, etta tarvittaessa vaihdellaan em. vaiheen 
25 c) erotus- ja talteenotto-operaatioita. 



Keksmnon eraan suoritusmuodon mukaan prosessin sulfonoitujen proteiinien lop- 
pukasittelyvaihe c) kasittaa sulfonoitujen proteiinien erottamisen kasitellysta herasta 
lisakonsentroimalla, joUoin saadaan talteen oleellisesti kaikki sulfonoidut proteiinit 
30 yhdessa kasittava tuote, kokonaisproteiinituote. Tama vaihtoehto johtaa pikemmin- 
kin eduUiset funktionaaliset ominaisuudet omaavaan proteiiniseokseen kuin toisis- 
taan erotettuihin puhtaisiin proteiineihin. Prosessivaihtoehdon mukaan proteiineja ei 
tarvitse vaiheessa b) sulfonoida saostusta sihnallapitaen, vaan fimktionaalisia omi- 
naisuuksia, kuten vaahtoavuutta, vaahdon pysyvyytta, viskositeettia, liukoisuutta, 
35 emulgointikykya ja geeliytyvyytta sihnallapitaen. Kuten hakemuksen johdannosta 
ihneni, sulfonoidut proteimit saostuvat happamassa pH:ssa. Sillom, kun sulfonoitu- 
jen proteiinien loppukasittelyvaihe c) kasittaa niiden konsentroinnin ilman saostusta, 
sulfoniryhmat jaavat rakenteeseen parantaen em. fimktionaalisia ominaisuuksia. 
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On eduUista, mikali vaiheen c) sulfonoitujen proteiinien konsentroiati ja pesu tapah- 
tuu ultrasuodattamalla. Talloin voidaan kayttaa ultrasuodatinta, jonka suodatuskal- 
vojen pidatysarvo on valilla 9 000 - 40 000 D, edullisesti noin 10 000 D. On edul- 
lista konsentroida proteiineja mahdollisinunan paljon, vahintaan 10 paino-%:im, 
5 mika onnistuu helposti, kim laktoosi ja sulfonoinnissa muodostuneet suolat pestaan 
pois tai niita vahennetaan oleellisesti. Tassa yhteydessa saadetaan pH haluttuun ar- 
voon. 

Konsentrointi tapahtuu edullisesti pH:ssa 6-8, mika on luonnoUista, silla alemmassa 
pH:ssa suLfonoidut proteiinit saattavat saostua, eivatka ole enaa konsentroitavissa 
10 liuoksena. EduUisin konsentrointi-pH on 6,5-7,5. Konsentraatin pesu lisaamalla 
konsentraattiin vetta tietty maara ja suodattamalla se sen jalkeen pois tapahtuu en- 
nen proteiinien lopuUista konsentrointia. 

Ultrasuodatus voidaan suorittaa esimerkiksi siten, etta sulfonoitu herakonsentraatti 
siirretaan konsentrointisailioon, suodossailioon, jossa se pestaan ja konsentroidaan 
15 kierrattamalla konsentraattia ultrasuodatuslaitteessa. Taqjeellisen konsentroinnin 

jalkeen mahdoUisesti pH-vakioitu ja pesty konsentraatti voidaan kayttaa sellaisenaan 
tai kuivata proteiinijauheeksi. Ultrasuodatuksessa syntynyt suodos otetaan talteen ja 
se voidaan kayttaa mm. maitohapon femientointiin. 

Ultrasuodatus tapahtuu esim. siten, etta sulfonoitujen proteiinien vesiliuos siirretaan 
20 konsentrointisailioon, jossa se konsentroidaan kierrattamalla liuos ultrasuodatinlait- 
teessa. Tarpeellisen konsentroiimin jalkeen mahdoUisesti pesty ja pH-vakioitu kon- 
sentraatti voidaan kayttaa sellaisenaan tai kuivata valmiiksi proteiinijauheeksi. 
Ultrasuodatuksessa syntynyt suodos voidaan ottaa talteen ja kasitella tai jalostaa 
edelleen. 

25 Eraan suoritusmuodon mukaan vaihe c) kasittaa vesiliuoksessa olevien sulfonoitujen 
proteiinien puhdistamisen mikrosuodatuksella, joka edullisesti tapahtuu ennen mai- 
nittua konsentrointia. Mikrosuodatus tapahtuu edullisesti laitteella, jossa kaytetaan 
0,22 [xm:n kalvoja, joilla sulfonoitujen proteiinien liuoksesta poistetaan sulfonointi- 
vaiheessa b) siihen muodostuneet liukenemattomat epapuhtaudet. 

30 Kuten edella mainittiin, sulfonoitujen proteiinien konsentraattia voidaan kayttaa 
sellaisenaan tai kuivata jauheeksi. Keksiimon eraan suoritusmuodon mukaan vaihe 
c) kasittaa konsentraatin proteiinien hydrolysoumin pienimolekyylisiksi peptideiksi. 
Pienentamalla proteiinien molekyylikokoa voidaan jossain maarin vahentaa proteii- 
nien allergeenisia ominaisuuksia. Myos proteiinien toiminnallisia ominaisuuksia 
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voidaan tietyissa maarin muunnella molekyylikokoa pienentamalla, Mainittu hydro- 
lysointi tapahtuu edullisesti entsymaattisesti, joUoin syntyy kokoheraproteiinihydro- 
lysaattia. Entsymaattinen hydrolyysi tapahtuu edullisesti membraanireaktorissa, 
jossa entsyymit hajottavat proteiinia halutun kokoisiksi peptideiksi ennen mainittua 
5 kuivausta tai kayttoa sellaisenaan. 

Keksinnon mukaisen prosessin vaiheen c) sulfonoitujen proteiinien loppukasittely 
kasittaa edullisesti konsentroimalla erotettujen sulfonoitujen proteiinien tai niiden 
hydrolysoinnista syntyvan kokoheraproteiinihydrolysaatin kuivaamisen kiinteaksi 
jauheeksi. Konsentroinnista saatava suodos voidaan haluttaessa johtaa rikkidioksidin 

10 poistoon, joka tapahtuu alentamalla pH, edullisesti arvoon < 5, ja lammittamalla, 
edullisesti lampotilaan noin 30-50°C. Talloin suodoksessa oleva sulfiitti muuttuu 
rikkidioksidiksi/rikkihapokkeeksi, joka poistetaan puhaltamalla inertilla ja steriililla 
kaasulla. Rikkihapoke neutraloidaan edullisesti prosessissa kayttokelpoiseksi sulfii- 
tiksi, kuten natriumvetysulfiitiksi. Neutralointiin voidaan kayttaa natriumhydroksi- 

15 diaNaOH. 

Edella on kasitelty sulfonoitujen proteiinien loppukasittelyvaihetta c), joka kasittaa 
mainittujen sulfonoitujen proteiinien erottamisen konsentroimalla ja mahdoUisesti 
kuivaamalla. Toinen kayttokelpoinen menetelma sulfonoitujen proteiinien erottami- 

20 seksi on suorittaa niiden saostaminen happamassa pH:ssa, Talloin syntyva sakka si- 
saltaa ko, pH:ssa liukenemattomat proteiinit, kuten a-laktalbumiinin ja naudansee- 
rumialbumiini BSA:n seka mm. immunoglobuliinit, laktoferriinin ja -peroksidaasin, 
ja jaava vesifaasi sisaltaa ko. pH:ssa liukenevat proteiinit, kuten p-laktoglobuliinin. 
Saostuksen jalkeen sakka erotetaan vesifaasista. On eduUista suorittaa proteiinien 

25 sulfonointivaihe b) ja sulfonoitujen proteiinien loppukasittelyvaihe c), joka tassa ta- 
pauksessa on saostaminen ja sakan erottaminen, perakkain kayttaen samaa astiaa. 

SulfonointivaLheen b) jalkeen sulfonoidut proteiinit saostetaan siis vaiheessa c) las- 
kemalla pH riittavasti happamen puolelle. Saostuksessa kaytetyt muuttujat ja niiden 
arvot ovat: saostus-pH on noin 2,5-6,5, eduUisesti noin 3,0-5 .0. Edullinen saostus- 

30 lampotila on noin 25-55°C, mielellaan noin 30-50°C. Lisaksi on eduUista erottaa 
sulfonoidut proteiinit siirtymalla hitaasti, edullisesti 10-40 min aikana, proteiinien 
vaiheen b) pH-arvosta vaiheen c) sulfonoitujen proteiinien saostus-pH-arvoon, 
edullisesti viimeksi mainitun pH-arvon alarajaan. pH:n happamaksi saatamisen jal- 
keen on eduUista suorittaa saosteen sekoitus noin 10-60 min ajan. Saostus-pH ai- 

35 kaansaadaan myrkyttomalla ja edullisesti epaorgaanisella hapolla. Erityisen edulli- 
nen epaorgaaninen happo on HCl. Mikali pH-arvo halutaan nostaa, se tapahtuu 
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edullisesti myrkyttomalla epaorgaani sella emaksella, kuten natriumhydroksidilla 
NaOH. Eraan edullisen suoritusmuodon mukaan proteiinien sulfonointivaihe b) ja 
sita seuraava sulfonoitujen proteiinien loppukasittelyvaiheen c) saostus suoritetaan 
vuorotellen vahintaan kahdessa rinnakkain kytketyssa astiassa. Tama tapahtuu edul- 
5 lisesti siten, etta vaihe b) ja vaihe c) tehdaan kahdessa astiassa vuorotellen tai siten, 
etta vaiheiden b) ja c) taytto-, tyhjennys- ja erotusoperaatiot vuorottelevat vaiheiden 
paaoperaatioiden (sulfonointi, saostus) kanssa tai siten, etta erotusoperaatio vuorot- 
telee em, paaoperaatioiden muodostaman perakkaiskokonaisuuden kanssa. Siten 
voidaan laitteistoa kayttaa mahdoUisimman tehokkaasti hyvaksi vuoroperiaatteella. 

10 

Keksiimon mukaisen prosessin vaiheen c) saostuksen jalkeen syntynyt sakka erote- 
taan vesifaasista. Tama erotus voi tietenkin tapahtua milla tahansa biokemiallisen 
laitetekniikan tuntemalla tavalla. Tyypillisia sakan erottamismenetehnia ovat sepa- 
rointi ja/tai mikrosuodatus. Eraan suoritusmuodon mukaan vaihe c) kasittaa happa- 

15 massa pH:ssa olevan saosteen (sakka + vesifaasi) konsentroinnin mikrosuodattamal- 
la, edullisesti ennen sakan eristamista saosteesta tai sen konsentraatista toisella me- 
netelmalla, joUoin ainakin osa vesifaasista erottuu sakasta. On edullista, mikali mai- 
nittu toinen menetelma on separaattorierotus ja eduUisimmin sentrifugiseparaattori- 
erotus, Sakka, saostuma, on siis hyva eristaa saosteesta separaattorilla ja edullisesti 

20 ensin mikrosuodattamalla ja sitten separaattorilla, kun eristet^y proteiini halutaan 
tahnana. 

Kun vaiheen c) sakka on eristetty saosteesta, se voidaan jatkojalostaa monella taval- 
la. Eraan suoritusmuodon mukaan sakka voidaan pesta lisaamalla siihen pesuvetta ja 

25 konsentroimalla se uudestaan esim. kayttamalla separaattoria. Eristetty ja mahdoUi- 
sesti pesty sakka voidaan konsentroida proteiinitahnaksi, edullisesti kayttamalla 
sentrifugiseparaattoria, hihnasuodatinta ja/tai rumpusuodatinta. Valiimaisesti prote- 
iinitahnaa voidaan sekoittaa ja/tai sen pH:ta saataa, edullisesti arvoon 6-8, emaksella 
tai emasseoksella. Proteiinitahnan neutralointi talla tavalla tapahtuu edullisesti myr- 

30 kyttomalla emaksella tai emasseoksella, joka edullisesti on epaorgaaninen emas. So- 
pivia emaksia ovat natriumhydroksidi NaOH, natriumhydroksidin NaOH, kalsium- 
hydroksidin Ca(OH)2 ja kaliumhydroksidin KOH seos, joUoin kalsiumhydroksidin 
Ca(OH)2 maara eduUisimmin on sellainen, etta se korvaa vahintaan heran alkuperai- 
sen kalsiumin Ca maaran. 

35 

Kun keksinnon mukaisen prosessin vaihe c) suoritetaan erottamalla proteiinit saos- 
tamalla, saostuksesta jaa sakan lisaksi vesifaasi eli suodos. Kuten edella mainittiin, 
tama vesifaasi sisaltaa ko. pH:ssa liukoisia proteiineja, kuten p-laktoglobuliinia. 
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Keksinnon eraan suoritusmuodon mukaan nama vesifaasin sisaltamat liiikoiset pro- 
teiinitkin otetaan talteen. Talteenotto voidaaa suorittaa ultrasuodattamalla, mika ta- 
pahtuu oleellisesti samalla tavalla kuin edella on esitetty prosessivaiheen c) koko- 
naisproteiinikonsentrointivaihtoehdon yhteydessa. Liukoiselle proteiinifraktioUe 
voidaan taman mukaan suorittaa myos jatkokasittelyja, kuten konsentrointi, pH:n 
saato, pesu, hydrolyysi ja/tai kuivaus. 

Keksinnon eraan suoritusmuodon mukaan heran proteiinien eristaminen tapahtuu 
seuraavina jaksoina: heran konsentrointi ultrasuodattamalla, konsentraatin proteii- 
nien rakenteen muuttaminen sulfonoiimin avuUa, saostaminen laskemalla pH:ta, sa- 
ostuneiden proteiinien konsentrointi ja pesu mikrosuodattamalla, niiden erottaminen 
sentrifugoimalla tai suodattamalla tai suihkekuivauksella ja saostumattomien prote- 
iinien konsentrointi ja pesu ultrasuodattamalla seka erottaminen suihkekuivauksella. 

Edella on kasitelty keksuinon mukaisen prosessin vaiheen c) ne sulfonoitujen prote- 
iinien erotus- ja talteenottovaihtoehdot, joissa proteiinit on eristetty konsentroimalla 
tai saostamalla. Keksinnossa on nyt havaittu, etta esilla olevan keksinnon mukainen 
prosessi, jossa proteiinia sulfonoidaan suoraan sulfiitin ja elintarvikelaatuisen hapet- 
tavan yhdisteen kanssa, soveltuu mainiosti heran proteiinien eristamiseen fraktiosa- 
ostuksen avuUa. Fraktiosaostus merkitsee sita, etta heran proteiinit, paitsi etta ne 
ovat erotettavissa kasitellysta herasta, myos ovat erotettavissa toisistaan niin, etta ne 
saadaan talteen omina fraktioinaan. 

Heran sulfonoidut proteiinit ovat jaoteltavissa useampaan osaan kuin vain kahteen: 
saostuvaan ja liukoiseen osaan. Vaihtelemalla sulfonointiastetta ja saostus-pH:ta 
voidaan sulfonoidut proteiinit saostaa useana eri osana, joUoin saostumien ja liukoi- 
sen osan proteiinikoostumus on maariteltavissa suhteellisen tarkasti. Keksirmon 
eraan suoritusmuodon mukaan sulfonoitujen proteiinien loppukasittelyvaihe c) ka- 
sittaa sulfonoitujen proteiinien erottamisen kasitellysta herasta ja toisistaan frak- 
tiosaostamalla useassa happamassa pHrssa, jolloin ensimmaisessa saostuksessa en- 
simmaisessa happamassa pH:ssa syntyva sakka, joka sisaltaa ko. pH:ssa liukenemat- 
tomat proteiinit, erotetaan ja otetaan talteen, ja ko. pHrssa syntyvalle vesifaasille, 
suodokselle, joka puolestaan sisaltaa ko. pH:ssa lixikoiset proteiinit, suoritetaan toi- 
nen saostus toisessa happamassa pH:ssa jne., kunnes saadaan kutakin hapanta saos- 
tus-pH:ta vastaavat sakat, joissa on vastaavat proteiinit, ja kaikkien saostuksien jal- 
keen jaava vesifaasi, jossa on kaikissa saostus-pHiissa liukoisena sailyneet proteii- 
nit. 
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Eraan eduUisen suoritusmuodon mukaan vaihe c) kasittaa sulfonoitujen proteiinien 
erottamisen fraktiosaostamalla kahdessa tai kolmessa happamassa, eduUisesti alene- 
vassa pH.ssa, edullisesti pH:ssa noin 5,0, joUoin saostuu esixn. oleellinen osa heran 
sisaltamasta a-laktalbumiinista, pHissa noin 4,5, jolloin saostuu esim. oleellinen osa 
5 heran sisaltamasta naudanseerumialbumiinista (BSA), ja pH:ssa noin 4,0, jolloin sa- 
ostuvat esim. loput naudanseerumialbumiinista ja em. muut happamassa saostuvat 
proteiinit, mainitussajarjestyksessa, jolloin jaljellejaa vesifaasi, jossa on ko. kol- 
messa saostus-pH:ssa liukoisena sailyneet proteiinit, esim. P-laktoglobuliini. Talloin 
ensimmaisesta saostuksesta ensimmaisessa happamassa pH:ssa syntyvan sakan ero- 

10 tus tapahtuu joko sentrifugoimalla ja/tai mikrosuodattamalla tai muulla alalia tunne- 
tuUa sakan erottamismenetelmSlla, jolloin ko. pH:ssa jaavalle vesifaasille tai vesi- 
faasin konsentraatille suoritetaan toinen saostus jne., kunnes eri pH:ssa saostetut 
proteiinit saadaan oleellisesti kiinteina erikseen talteen ja liukenevat proteiinit voi- 
daan edullisesti eristaa konsentroimalla ja kuivaamalla viimeisesta saostuksesta jaa- 

15 nyt vesifaasi. Keksinnon mukaisella menetelmalla on mm, se etu, etta sulfonoitujen 
proteiinien loppukasittely, kuten esim. mikrosuodatus ja/tai ultrasuodatus, voidaan 
suorittaa vaiheen a) heran vastaavan tyyppisilla tai vastaavilla esikasittelylaitteilla, 

Vaiheen c) fraktiosaostuksen muut parametrit voivat esim. olla samanlaiset kuin 
normaalissa saostuksessa eli usean, edullisesti alenevan pH:n lisaksi sulfonoidut 
20 proteiinit voidaan erottaa saostamalla lampotilassa 25-55°C, edullisesti lampotilassa 
30-50°C, siirtymalla hitaasti, edullisesti 10-40 min aikana, proteiinien edellisen sa- 
ostuksen pH-arvosta seuraavan saostuksen pH-arvoon ja suorittamalla saosteen se» 
koitus uuden pH:n happamaksi saatamisen jalkeen noin 10-60 min ajan. 

, Samoin happamassa pH:ssa olevan saosteen (sakka + vesifaasi) konsentrointi voi- 
.25 daan suorittaa mikrosuodattamalla ja edullisesti ennen sakan eristamista saosteesta 
tai sen konsentraatista toisella menetelmalla, kuten sentrifugiseparoiimilla, hihna- 
suodattamalla tai rumpusuodattamalla. Fraktiosaostuksessa on erityisen eduUista 
kayttaa vahintaan kahta riimakkain kytkettya saostusastiaa, jotta perakkain suoritet- 
' tavia saostuksia voitaisiin nopeuttaa. 

30 Fraktiosaostuksen yhteydessa voidaan myos erottaa happamassa pH:ssa vapautuva 
rikkidioksidi/rikkihapoke ja ottaa se talteen, edullisesti johtamalla saostusseokseen 
steriloitua inerttia kaasua, joka vie mukanaan rikkidioksidin/rikkihapokkeen saili- 
66n, jossa se mielellaan neutraloidaan, mieluimmin NaOH:lla, prosessissa uudelleen 
kayttokelpoiseksi natriumvetysulfiitiksi NaHS03, joka puolestaan syotetaan sulfiit- 
35 tina takaisin sulfonointivaiheeseen b). 
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Kuten mainittiin, sakka voidaan eristaa saosteesta tai sen pestysta konsentraatista 
separaattorilla, kuten sentrifugiseparaattorilla. Pesty konsentraatti voidaan konsent- 
roida proteiinitahnaksi, edulUsesti kayttaen sentrifugiseparaattoria, hihnasuodatinta 
ja/tai nimpusuodatinta. Siina tapauksessa, etta saostumaa, sakkaa, ei ole erotettu 
5 niikrosuodattamalla eika pesty ja konsentroitu ultrasuodattamalla eika pH:ta saadet- 
ty, proteiinitahnaa joudutaan sekoittamaan ja sen pH saatamaan esim. arvoon 6-8 
emaksella tai emasseoksella, joka eduUisesti on NaOH, NaOHrn, Ca(OH)2:n ja 
KOH:n seos, jolloin Ca(OH)2:n maara edullisimmin on sellainen, etta se korvaa 
vahintaan heran alkuperaisen Ca:n maaran. 

10 Kuten mainittiin, fraktiosaostuksen jalkeen suodos sisaltaa edelleen happamissa pH- 
arvoissa liukoisena sailyneet proteiinit, kuten p-laktoglobuliinin, joka edullisesti 
otetaan talteen esim. ultrasuodatuksella, jolloin se voidaan jatkokasitella, kuten kon- 
sentroida, pH-saataa, pesta, hydrolysoida ja/tai kuivata jauheeksi. Proteiinien frak- 
tiointi voidaan suorittaa vaihtelemalla vaiheen b) sulfonointiastetta ja/tai vaiheen c) 

15 saostus-pH:ta. 

Seuraavassa on esitetty lahempi yleinen kuvaus keksinnon eraan suoritusmuodon 
mukaisesta menetelmasta suoritusesimerkkeineen ja laitteistokuvaus keksinnon nel- 
jan suoritusmuodon mukaisesta laitteistosta laiteselvityksineen ja viittauksineen 
20 kuviin, joissa kuvat 1-4 esittavat keksinnon eraiden suoritusmuotojen mukaiset lait- 
teistot heraproteiinien eristamiseksi. 

Herakonsentraatin proteiinien rakenteen muuttaminen tapahtuu sulfonoinnin avuUa, 
jolloin disulfidisidosten sulfhydryyliiyhmat seka vapaat sulfhydryyliryhmat sulfo- 
25 noidaan maarallisesti halutulle tasolle. Heraproteiinien sulfitolyysi ja hapetus toteu- 
tetaan tassa suoritusmuodossa seuraavalla tavalla: 

Herakonsentraattia, jonka proteiinipitoisuus on esimerkiksi 4 %, otetaan tarvittava 
maara reaktoriin, jossa on tehokas sekoitus seka lampotilan ja pH:n mittaus ja saato 

30 

Konsentraatin lampotilaksi saadetaan 30-50°C, esim. 35-45°C. Lampotilan valinta 
johmu mm. halutusta reaktionopeudesta, kaytetyista kemikaaleista seka eristettaville 
proteiineille halutuista ftinktionaalisista ja muista ominaisuuksista. Vakiolampoiseen 
herakonsentraattiin lisataan sulfiittia joko NaHSOsina, Na2S205:na tai Na2S03:na 
35 0,02-0,2 M, esim. 0,05-0, 1 M, ja sekoitetaan tehokkaasti. Lisattavan sulfiitin maara 
riippuu mm. proteiinikonsentraatiosta ja halutusta sulfitolyysiasteesta. 
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pH saadetaan valille 6,0-7,0, esim. 6,5. pH:n saadossa kaytetaan elintarvikelaatuisia 
happoja ja emaksia, kuten HCl:a ja NaOH:ta. Reaktioaika, jona sulfiitti vaikuttaa 
proteiineihin, on 10-50 minuuttia, edullisesti 20-40 minuuttia. Aika maaraytyy edel- 
la mainittujen tekijoiden yhteisvaikutuksesta halutun reaktiotasapainon saavuttami- 
5 seksi. 

Taman jalkeen lisataan reaktoriin hapetin. Hapettimena tulevat kyseeseen ne elin- 
tarvikelaatuiset hapettavat kemikaalit, joiden aktiivisuus on hallittavissa kyseisissa 
olosuhteissa niin, etta proteiinit saadaan tehokkaasti eristetyiksi ja niille saadaan 

10 halutut ominaisuudet seka koostumus. Kayttokelpoisia kemikaaleja ovat mm. bro- 
maatit, esim. KBr03 (aktiivisen hapen maara 28,5 %), ja peroksidit, esim. Ca02 
(aktiivisen hapen maara 22,2 %). Hapettimen maara maaraytyy hapetettavien sulf- 
hydryyliryhmien seka hapettimen aktiivisen hapen maaran mukaan, esmi. Ca02*n 
maara on 0,1-1,0 %, edullisesti 0,2-0,6 %, seoksen tilavuudesta (paino/tilavuus-/o) 

15 herakonsentraatissa, jossa proteiinipitoisuus on 2-7 %. 

Herakonsentraatin pH;ksi saadetaan 5,0-7,0, esim. 5,5-6,5. pH:n valinta riippuu 
siita, kuinka nopeaksi hapetusreaktio halutaan ja miten sen halutaan vaikuttavan 
lopputuotteen ominaisuuksiin. Reaktiolampotila voidaan pitaa samana kuin sulfito- 
20 lyysissa tai muuttaa edella annettujen arvojen puitteissa reaktionopeuden saatelemi- 
seksi. 

Reaktioaika voi oUa 15-60 minuuttia, edullisesti 30-45 minuuttia. Tana aikana kon- 
sentraattia sekoitetaan tehokkaasti. Ajan pituudella voidaan vaikuttaa reaktion tay- 
25 dellisyyteen ja aktiivisuuden kanssa proteiinien saantoon, koostumukseen ja ominai- 
suuksiin. 

Oksidatiivisen sulfitolyysin kaikilla tarkeilla muuttujilla eli herakonsentraatin prote- 
iinipitoisuudella, sulfiitin maaralla, reaktioseoksen eri vaiheissa kaytetyilla pH:illa 
30 ja lampotiloilla, hapettavan yhdisteen ominaisuuksilla ja maaralla seka eri vaiheissa 
kaytetyilla reaktioajoilla voidaan vaikuttaa eristysprosessin eri osareaktioiden toteu- 
tumiseen ja kokonaisuutena koko prosessin lopputulokseen eli eristettavien proteii- 
nien maaraan, koostumukseen ja haluttuihin ominaisuuksiin. 

35 Proteiinit, halutun muuntelun jalkeen, saostetaan laskemalla pH hitaasti 3,5-5,5:een, 
edullisesti 4,0-5,0:aan. Saostuksessa kaytettava pH riippuu mm. oksidatiivisen sulfi- 
tolyysin asteesta eli siita, mika osa olemassa olevista disulfidisidoksista ja vapaista 
sulfhydryyliryhmista on sulfonoitu. Saostamiseen kaytetty aika on 10-60 minuuttia. 
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esim. 20-40 minuuttia. Saostettujen proteiinien konsentrointi ja pesu tapahtuu mik- 
rosuodattamalla seka erotus suodattamalla nauha- tai rumpusuodattimella tai sentri- 
fiigoimalla, jolloin tuotteena saadaan proteiinitahnaa. 

5 Pesu on konsentroinnin yhteydessa tarkeaa, koska siina voidaan poistaa konsentraa- 
tissa oleva laktoosi seka samalla muuntelussa ja saostuksessa lisatyt ylimaaraiset 
kemikaalit ja syntyneet suolat, jotka muutoin jaisivat proteiinivalmisteeseen. 

Lopullinen tuote valmistetaan tahnasta nostamalla sen pH 6-8:aan lisaamalla 
10 NaOH:ta ja Ca(OH)2:ta tai NaOH.ta, KOH:ta ja Ca(OH)2:ta sopivassa suhteessa. 
Kalsiumin lisaaminen eristettyihin heraproteiineihin palauttaa niiden alkuperaisen 
kalsiumtasapainon seka parantaa niiden geeliytymisominaisuuksia. 

t 

Saostekonsentraatti on kaytettavissa sellaisenaan tai kuivattuna mm. suihkekuivai- 
15 mella, jolloin tuote on proteiinijauhe. Kuivattavaksi tarkoitetun saostekonsentraatin 
pesu, pH:n nosto 6-8:aan kayttamalla edella mainittuja emaksia ja lopullinen kon- 
sentrointi tapahtuu ultrasuodattamalla ennen kuivausta. Saostetta konsentroitaessa 
mikrosuodattamalla syntynyt suodos konsentroidaan, sen pH saadetaan kuten edella 
ja pestaan ultrasuodattamalla. Saatu konsentraatti voidaan kayttaa sellaisenaan tai 
20 kuivata proteiinijauheeksi. Proteiinien saostaminen saatetaan tehda perakkain, ale- 
nevissa ja tarkasti maaratyissa pHiissa, jolloin saadaan eristetyksi tietyt proteiinit 
esim. a-laktalbumiini ja naudan seerumialbumiini (BSA) (fraktiosaostus). Muodos- 
tuneet saostumat, sakat, seka suodokset ovat kasiteltavissa kuten edella on kuvattu 
kokonaissaostuksen yhteydessa. 

25 

Seuraavat esimerkit kuvaavat edella esitettya keksintoa. 
Esimerkki 1 

Separoitua tuoretta edam-juuston vahnistuksessa syntynytta esiheraa, jonka proteii- 
30 nipitoisuus oli 0,60 % (proteiinityppi x 6,38) ja kokonaistypen (muutkin typpiyhdis- 
teet) mukaan laskettu proteiinipitoisuus 0,80 %, mikrosuodatettiin 0,45 fi:n suoda- 
tinkalvoUa Millipore Pellicon -laboratoriolaitteistoUa. Mikrosuodosta konsentroitiin 
ultrasuodattamalla samalla laitteistoUa 10 000 D:n ultrasuodatuskalvojen lapi niin, 
etta osa suodoksesta konsentroitiin 4 x:ksi ja osa 8 x:ksi eli konsentraattien lopputi- 
35 lavuudet olivat vastaavista alkutilavuuksista 25 % ja 12,5 /o. Vastaavat proteiinipi- 
toisuudet olivat 2,06 paino/tilavuus-% ja 4,01 paino/tilavuus-%. Eristamista varten 
otettiin 4 x:sta herakonsentraattia 1,0 1 2 l:n lasiastiaan. Sita pidettiin lampdtilaltaan 
saadettavassa vesihauteessa ja sen sisaltoa sekoitettiin tehokkaalla sekoittimella. 
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Konsentraatin lampotila saadettiin 35°C:een. Sulfitolyysin kaynnistamiseksi kon- 
sentraattiin lisattiin 5,2 g NaHSOsia ja pH saadettiin 6,5:een lisaamalla NaOH:ta. 
Seosta sekoitettiin ja reaktio sai jatkua 30 minuuttia. Sen jalkeen seokseen lisattiiii 
KBr03:a 1,0 g. pH pidettiin edelleen 6,5:ssa. Hapetusreaktio kesti 15 minuuttia, 
5 Taman jalkeen proteiinit saostettiin laskemalla pH 4,40:een lisaamalla seokseen 
HCl. Saostumaa sekoitettiin viela 30 minuuttia. 

Saostuma erotettiin sentrifugoimalla Sorvall RC-5B -sentrifugissa 10 000 kierr./min 
30 minuuttia. Saostetut proteiinit erottuivat hyvin. Proteiinit pestiin suspendoimalla 

10 ne tislattuun veteen ja sentrifugoimalla uudelleen. Proteiinimassa oli helposti irtoa- 
vaa ja lohkesi helposti palasiksi. Se varastoitiin kannelliseen lasiastiaan ja pakastet- 
tiin. Sentrifugoimalla maaritetty proteiinisaanto oli 3,0 g/100 ml herakonsentraattia. 
Proteiinisaanto maaritettiin sentrifugoimalla 20 ml:n saostemaara + lb ml tislattua 
vetta 50 ml:n sentrifiigiputkissa 30 minuuttia 10000 kierr./min. Sentrifugoinnin jal- 

15 keen kirkaste kaadettiin pois ja putkia pidettiin ylosalaisin vetta imevalla alustalla 
noin 15 nmiuuttia irtoveden valuttamiseksi, minka jalkeen ne punnittiin 5-10 mi- 
nuutin sisalla. Rinnakkaismaaritysten tulokset olivat hyvin lahella toisiaan. Nain 
saadut tulokset korreloivat hyvin proteiinimaaritysten kanssa, mutta olivat sitoutu- 
neen vesimaaran verran suurempia. Maaritykset olivat huomattavasti nopeampia ja 

20 helpompia tehda ja siksi niita kaytettiin saantojen maarityksessa. 

Esimerkki 2 

1,0 1 8 X konsentroitua edellisessa esimerkissa mainittua herakonsentraattia, jonka 
proteiinipitoisuus oli 4,01 %, lanmiitettiin 45°C:iseksi ja sekoitettiin tehokkaasti. 
25 Siihen hsattiin NaHS03:a 10,40 g. pH saadettiin 6,5:een. Sulfitolyysin reaktioaika 
oli 30 minuuttia. Taman jalkeen seokseen lisattiin KBr03:a 2,0 g. pH pidettiin 
edelleen 6,5:ssa. Hapetuksen reaktioaika oli 15 minuuttia. Hapetusajan paatyttya 
proteiinit saostettiin laskemalla pH 4,45:een HCl:lla. Seosta sekoitettiin viela 30 mi- 
nuuttia saostuksen loppuunsaattamiseksi. 

30 

Proteiinit erotettiin ja pestiin sentrifixgoimalla kuten esimerkissa 1. Proteiinit olivat 
helposti irtoavia ja lohkottavissa helposti palasiksi. Eristetty proteiinimassa pakas- 
tettiin kannellisessa lasiastiassa myohempaa kayttoa varten. Sentrifugoimalla maari- 
tetty proteiinisaanto oli 8,0 g/100 ml herakonsentraattia. 
35 • 
Esimerkki 3 

Esimerkki 1 :ssa selostetulla tavalla 4 x konsentroitua edam-juuston valmistuksessa 
syntynyttaja separoitua esiheraa, jonka proteiinipitoisuus oli 1,92 %, otettiin 1,0 1 ja 
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lammitettiin 35°C:een sekoittaen tehokkaasti. Konsentraattiin lisattiin NaHS03:a 
5,2 g. pH saadettiin ja pidettiin 6,5:ssa. Reaktioaika oli 30 minuuttia. Sulfitolyysi- 
reaktion jalkeen seokseen lisattiin Ca02:ta (Ixper 60 C, Peroxid Chemie GmbH, 
Saksa; aktiivisen hapen maara noin 13,3 %) 2,2 g. pH pidettiin edelleen 6,5:ssa. Ha- 
5 petusaika oli 15 minuuttia, jona aikana seosta sekoitettiin tehokkaasti. Hapetuksen 
jalkeen proteiinit saostettiin laskemalla pH 4,45 :een HCI:lla. Sekoitiista jatkettiin 
viela 15 minuuttia. Proteiinit erotettiin ja pestiin seka varastoitiin kuten esimerkissa 
1. Eristetty proteiinimassa oli pehmeaa, haurasta eika helposti levitettavissa. Sentri- 
fugoimalla maaritetty proteiinisaanto oli 1,75 g/ 100 ml herakonsentraattia. 

10 

Esimerkki 4 

Esimerkki 3:ssa valmistetuista herakonsentraateista otettiin 1,0 1 8 x vakevoitya 
konsentraattia, jonka proteiinipitoisuus oli myds 4,01 %. Konsentraaiti lammitettiin 
45°C:een ja sekoitettiin tehokkaasti. Siihen lisattiin 10,40 g NaHSOsia. pH saadet- 

15 tiin ja pidettiin 6,5:ssa. Reaktioaika oli 30 minuuttia. Taman jalkeen seokseen lisat- 
tiin Ca02:ta (Ixper 60 C, Peroxid Chemie GmbH, Saksa) 4,3 g. pH pidettiin edel- 
leen 6,5:ssa. Hapetusaika oli 15 minuuttia. Hapetiiksen jalkeen proteiinit saostettiin 
laskemalla pH 4,45:een HChlla. Sekoitusta jatkettiin viela 15 minuuttia. Proteiinit 
erotettiin ja pestiin seka varastoitiin kuten esimerkissa 1. Proteiinimassa oli pehme- 

20 ahkoa ja haurasta eika levityskelpoista. Sentrifiigoimaila maaritetty proteiinisaanto 
oli 8,85 g/100 ml herakonsentraattia. Proteiinimassasta otettiin kaksi noin 10 g.n 
naytetta, joista toisen pH nostettiin noin 6,5:een Hsaamalla 1,0 N NaOH:ta 0,4 ml:a 
ja sekoittamalla h3nAn ja toiseen lisattiin 1,0 N NaOH:ta 0,25 ml ja 0, 15 ml kyllas- 
tettya Ca(OH)2:ta. pH:n noston jalkeen ensimmainen nayte oli pehmeaa, levitetta- 

25 vaa, ei kokkareista eika tarttuvaa. Toinen nayte oli edellista vahan jaykempi mutta 
levitettavaa, ei kokkareista eika tarttuvaa. 

Esimerkki 5 

Separoitua tuoretta edam-juuston vahnistuksessa syntynytta esiheraa, jonka proteii- 
30 nipitoisuus oli 0,59 % mikro- ja ultrasuodatettiin samoilla laitteilla ja saman ohjel- 
man mukaan kuin esimerkissa 1 8 x:ksi ja 16 x:ksi, joUoin niiden proteiinipitoisuu- 
det olivat vastaavasti 3,92 % ja 7,00 %. 1,0 1 8 x konsentroitua herakonsentraattia 
proteiinipitoisuudeltaan 3,92 % lammitettiin 45°C:iseksi ja sita sekoitettiin jatku- 
vasti. 

35 

Siihen lisattiin Na2S205:ta 9,50 g. pH saadettiin 6,5:een NaOH:lla. Sulfitolyysin 
reaktioaika oli 15 minuuttia. Taman jalkeen seokseen Usattiin Ca02:ta 4,30 g. pH 
saadettiin 5,5:een ja hapetuksen reaktioaika oli 30 minuuttia. Hapetuksen paatyttya 
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seoksen pH laskettiin 4,0: aan HClrlla proteiinien saostamiseksi. Saostumaa sekoi- 
tettiin viela 15 minuuttia. Saoste mikrosuodatettiin 0,45 kalvolla samalla Milli- 
poren laboratoriolaitteella, jolla herakin kasiteltiin, ja konsentroitiin noin 2 x:ksi. 
Suodatus sujui nopeasti ja suodos oli kirkas, mika osoitti, ettei saostuneita proteii- 
5 neja tuUut suodatuskalvon lapi. Konsentraatti pestiin kaksi kertaa omalla tilavuu- 
della tislattua vetta. Konsentraatin pH nostettiin 6,5:een. Konsentraatin kuiva-ai- 
nepitoisuus ja tuhka oli noin 30 % alkuperaisesta pitoisuiidesta, mika oli tarkoitus- 
kin. Konsentraatti kylmakuivattiin ja sailytettiin kylmiossa myohempaa kayttoa 
varten. Suodoksesta tehtiin HPLCrlla maaritys heran proteiinien maarasuhteiden 
1 0 sailymisesta saostamisen ja eristamisen jalkeen. Sentrifiigoimalla maaiitetty prote- 
iinisaanto oli 9,3 g/ 100 ml herakonsentraattia. 

Esimerkki 6 

1,0 1 edellisessa esimerkissa mainittua 8 x konsentroitua herakonsentraattia, jonka 

15 proteiinipitoisuus oli 3,93 %, lammitettiin 45°C:iseksi ja sekoitettiin jatkuvasti. Sii- 
hen lisattiin Na2S205:ta 9,5 g ja pH saadettiin 6,5:een NaOH:lla. Sulfitolyysi kesti 
15 minuuttia. Taman jalkeen lisattiin seokseen hapettimena Ca02:ta 2,2 g ja pH saa- 
dettiin 5,5:een. Reaktioaika oli 30 minuuttia. Proteiinit saostettiin laskemalla pH 
4,0:aan HCl:lla. Seosta sekoitettiin viela 15 minuuttia. Saoste konsentroitiin mikro- 

20 suodatuksella 2 xrksi ja pestiin kaksi kertaa omalla tilavuudella tislattua vetta kuten 
edellisessa esimerkissa. Saostekonsentraatin pH nostettiin 6,6:een. Sen kuiva-aine- 
pitoisuus aleni alkuperaisesta noin 31 %:iin. Saostekonsentraatti kylmakuivattiin j a 
sailytettiin kylmiossa. Mikrosuodatuksen suodosta konsentroitiin noin 2 x ultrasuo- 
dattamalla 10 000 D:n kalvolla Milliporen laboratoriolaitteella, kuten esimerkeissa 

25 kaytettyja herakonsentraatteja valmistettaessa. Suodoskonsentraatti pestiin kaksi 
kertaa omalla tilavuudella tislattua vetta, minka jalkeen sen pH nostettiin 6,4:aan. 
Konsentraatin kuiva-ainepitoisuus pieneni alkuperaisesta noin 3 1 %:iin. Konsent- 
raatti kylmakuivattiin sailytysta varten. Saosteen mikrosuodoksesta tehtiin HPLC:lla 
maaritys heran proteiinien maarasuhteiden sailymisesta kasittelyn ja saostuksen jal- 

30 keen. Verrattaessa tuloksia edellisen esimerkin tuloksiin huomattiin proteiinien maa- 
rasuhteiden muuttuvan erilaisen kasittelyn tuloksena. Erilaisella kasittelylla voidaan 
vaikuttaa proteiinisaantoihin ja myos vaikuttaa saosteen ja suodoksen proteiinien 
maarasuhteisiin. Sentrifiigoimalla maaritetty proteiinisaanto oli 8,1 g/100 ml hera- 
konsentraattia. 

35 

Esimerkki 7 

1,0 1 esimerkissa 5 mainittua 16 x konsentroitua herakonsentraattia, jonka proteii- 
nipitoisuus oli 7,0 %, lammitettiin 45°C:een samalla sekoittaen. Siihen lisattiin 
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Na2S03:a 12,6 g. pH saadettiin 6,5:een. Sulfitolyysin reaktioaika oli 15 minuuttia. 
Tainan jalkeen seokseen lisattiin Ca02;ta 4,3 g. pH saadettiin 6,0:aan. Hapetusaika 
oli 30 minuuttia. Proteiinit saostettiin laskemalla pH 4,0:aan. Sekoitusta jatkettiin 
viela 15 minuuttia saostuksen loppuunsaattamiseksi. Proteiinit erotettiin ja pestiin 
5 sentrifugoimalla kuten esimerkissa 1. Eristetty proteiinimassa pakastettiin kannelli- 
sessa lasiastiassa myohempaa kayttoa varten. Sentrifugoimalla maaritetty proteiini- 
saanto oli 12,0 g/ 100 ml herakonsentraattia. 

Esimerkki 8 Heraproteiinien erotus, fraktiointi 

1 0 Separoitua tuoretta edam-juuston valmistuksessa syntynytta esiheraa, jonka koko- 
naistypen (muutkin typpiyhdisteet kuin proteiinit) mukaan laskettu proteiinipitoi- 
suus oli 0,82, mikrosuodatettiin 0,22 ja:n suodatinkalvoiHa Millipore Pellicon -labo- 
ratoriolaitteistolla. Mikrosuodosta konsentroitiin ultrasuodattamalla s'amalla laitteis- 
toUa 10 000 D:n ultrasuodatuskalvojen lapi 8 x:ksi eli konsentraatin lopputilavuus 

15 oli vastaavasta alkutilavuudesta 12,5 %. Konsentraatin proteiinipitoisuus oli 4,04 
paino/tilavuus-%. 

Eristamista ja fraktiointia varten otettiin herakonsentraattia 1,0 1 2 l:n lasiastiaan. Se 
pidettiin vakiolampoisessa vesihauteessa ja sen sisaltoa sekoitettiin tehokkaalla se- 

20 koittimella. Konsentraatin lampotila pidettiin 45°C:ssa. Sulfitolyysin kaynnistami- 
seksi konsentraattiin lisattiin S03=:ta 0,05 M ja pH saadettiin 6,5:een lisaamalla 
NaOH:ta. Seosta sekoitettiin tehokkaasti ja reaktio sai jatkua 30 min. Sen jalkeen 
seokseen lisattiin Ca02:a (Ixper 60 C, Peroxid Chemie GmbH, Saksa) 0,22 % 
(paLno/tilavuus-%). pH pidettiin edelleen 6,5:ssa. Hapetusreaktion kestoaika oli 15 

25 min. Hapetuksen jalkeen seoksesta otettiin 10 ml:n nayte proteiinien koostumus- 
maarityksen lahtokoostumuksen maarittamiseksi. 

Ensiminainen saostus tehtiin pH:ssa 5,0. pH:n lasku suoritettiin lisaamalla tarpeelli- 
nen maara HCl:aa. Sekoitusta jatkettiin viela 15 min. Saosteesta otettiin 150 ml:n 
30 nayte-era, josta tehtiin myohemmin kasiteltavat maaritykset. 

Toinen saostus tapahtui pHrssa 4,5. Edellisen naytteen oton jalkeen jaljellejaaneen 
saosteen pH:ta laskettiin pH 4,5:een lisaamalla HCl:aa tarvittava maara. pH:n laskun 
jalkeen saostumaa sekoitettiin viela 15 min. Taman jalkeen saosteesta otettiin 150 
35 ml;n nayte-era maaritysten tekoa varten. 



Kohnas saostus tapahtui pHrssa 4,0. Edellisen naytteen oton jalkeen jaljelle jaaneen 
saosteen pH laskettiin pH 4,0: aan lisaamalla tarvittava maara HCl:aa. Saosteen se- 
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koitusta jatkettiin viela 15 min, Taman jalkeen saosteesta otettiin 150 ml:n nayte-era 
maaritysten tekoa varten, 

Jaljelle jaanyt saoste noin 800 ml mikrosuodatettiin edella mainituUa laitteella saos- 
5 tuman erottamiseksi. Suodosta konsentroitiin ultrasuodattamalla edella mainitulla 
laitteella ja pestiin kaksi kertaa lisaamalla tislattua vetta konsentraattiin konsentraa- 
tin suuruinen maara. Samalla pestavan konsentraatin pH saadeffiin 6,0:aan HCl:lla. 
Lisatyn vesimaaran suuruinen maara suodosta suodatettiin pois. Nain vahennettiin 
alkuperaisen suodoksen sisaltamaa laktoosin ja kasittelyssa muodostuneiden suolo- 
10 jen, NaCl ja CaCl2, maaraa. Lopuksi pesty ja pH-vakioitu konsentraatti kylmakui- 
vattiin jauheeksi. 

Ensimmaisen, toisen ja kolmannen saostuksen saostenaytteesta (150 ml) maaritettiin 
saostuman maara esimerkissa 1 kuvatuUa tavalla. Ensimmaisen saostuksen proteiini- 
15 saanto oli 7,0 g/100 ml, toisen 7,7 g/100 ml ja kolmannen 8,45 g/100 ml. Viimeisen 
saostuksen pH 4,0:ssa saosteen mikrosuodatuksen suodoksen proteiinin maara kon- 
sentroinnin, pesun ja kylmakuivauksen jalkeen oli 57,0 % kuiva-aineesta, mika 
puolestaan oli 6,6 g kuiva-ainetta/100 ml konsentraattia. 

20 Kolmesta saostenaytteesta (150 ml) otettiin 80 ml saostetta 200 ml:n sentrifiigiput- 
keen ja sentrifugoitiin Sorvall RC-5B-sentrifugilla 10 000 kierr./min 30 min saostu- 
man erottamiseksi kirkasteesta. Kaikista kolmesta kirkasteesta otettiin nayte heran 
paaproteiinien, a-laktalbumiinin, BSA:n ja P-laktoglobuliinin maaritysta varten. 
Maarityksen tehtiin SDS-PAG-elektroforeesina Pharmacian Phast System -laitteella 

25 kayttaen 10-15 % gradienttigeelileyyja valmistajan suosittelemin ajo-ohjein. Jokai- 
sella geelilevylla ajettiin mukana maaritettavien proteiinien mallinaytteet. Ajetun 
elektroforeesilevyn tulosten mukaan herakonsentraatti ja vastaava sulfonoitu hera- 
konsentraatti sisalsivat vastaavat proteiinivyohykkeet etenemissuunnasta lahtopis- 
teeseen pain lueteltuina a-laktalbumiini, mp 14 200; valittomasti sen jalkeen P-lak- 

30 toglobuliini, mp 18 400 ja selvasti kauimpana BSA, mp 66 200. Lahella BSA:ta, sen 
etenemissuunnan puolella oli yksi heikko vyohyke ja vastakkaisella puolella kaksi 
lahella toisiaan. Lahimpana lahtopistetta oli selva vyohyke, joka lienee oUut im- 
munoglobuliineja, mp 160 000. Kirkasteiden proteiinimaarityksissa saatiin seuraavat 
tulokset: Ensimmaisessa saostuksessa pH:ssa 5,0 poistui saostumana a-laktalbu- 

35 miini. Muut proteiinit nayttivat olleen maaraltaan lahes ennallaan. Toisessa saostuk- 
sessa pH 4,5;ssa BSA ja sen laheisyydessa oUeet vyohykkeet poistuivat lahes koko- 
naan. p-globuliini naytti maaraltaan muuttumattomalta. Kolmannessa saostuksessa 
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pH:ssa 4,0 kaikki muut vyohykkeet poistuivat paitsi P-laktoglobuliini. Se naytti ole- 
van edelleen maaraltaan alkuperaisella tasolla. 



P-laktoglobuliini naytti pysyneen kokonaan liuenneena suodoksessa saostuksessa 
5 pH:ssa 4,0 saostuman poiston jalkeen. Se eristettiin konsentroinnin ja pesun jalkeen 
liuoksesta kylxnakuivaamalla, kuten edella on jo todettu. 

Esimerkki 9 

Separoitua tuoretta edam-juuston valmistuksessa syntynytta esiheraa kasiteltiin sa- 
10 moin kuin esimerkissa 8, paitsi etta konsentraatin proteiinipitoisuus oli 6,38 paino- 
/tilavuus-% ja vastaavasti lopputilavuus pienempi kuin 12,5 % alkutilavuuteen nah- 
den. Eristaminen ja fraktiointi tapahtuivat muuten samoin kuin esimerkissa 8, paitsi 
etta S03=:n maara oli 0,1 Mja Ca02:n maara 0,43 % (paino/tilavuus-%), josta oli 
seurauksena suurempi sulfonoitumisaste. 

15 

Saostusten saostumien maarat ja liukoisen osan proteiinipitoisuus olivat maaritysten 
mukaan seuraavat: ensimmainen saostus 12,0 g/ 100 ml, toinen saostus 13,0 g/ 100 
ml ja kolmas saostus 14,6 g/100 ml. Liukoisesta osasta eristetyn proteiinin maara oli 
64,5 % kuiva-aineesta, mika puolestaan oli 1 1,4 g kuiva-ainetta/100 ml konsentraat- 
20 tia. 

Kolmen saostenaytteen kirkasteista tehdyt heran paakomponenttien maaritykset 
SDS-PAG-elektroforeesilla toteutettiin kuten esimerkissa 8. Tulosten mukaan hera- 
konsentraatin ja sulfonoidun herakonsentraatin sisaltamien proteiinien vastaavat 
25 vyohykkeet olivat samanlaisia kuin esimerkissa 8. 

Ensimmaisessa saostuksessa pH:ssa 5,0 poistui saostumana a-laktalbumiini. Muut 
proteiinit naytti vat oUeen maaraltaan ennallaan. Toisessa saostuksesa pH:ssa 4,5 
BSA ja sen laheisyydessa olevat proteiinit ovat huomattavasti vahentyneet, mutta 
30 niita on viela selvasti jaljella. p-laktoglobuliini oli viela kokonaan jaljella. Kolman- 
nessa saostuksessa pH:ssa 4,0 kaikki muut vyohykkeet, proteiinit, poistuivat paitsi 
P-laktoglobuhini. Sen maara naytti olleen alkuperaisella tasolla. 

p-laktoglobuliini oli maaraltaan alkuperaisena ja liuenneena suodoksessa saostuman 
35 poiston jalkeen saostuksessa pH:ssa 4,0. Se eristettiin konsentroiimin ja kahden pe- 
sun jalkeen konsentraatista, liuoksesta, kyhnakuivaamalla, kuten edella on jo todet- 
tu. 
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Esimerkki 10 Sulfonointiasteen vaikutus heran proteiinien fimktionaalisiin oniinai- 
suuksiin 

Samaa separoidusta edam-juuston valmistuksessa syntyneesta esiherasta valmistet- 
tua konsentraattia kuin esimerkissa 8, jonka proteiinipitoisuus oli 4,04 % (paino/tila- 
5 vuus-%) sulfonoitiin 1,0 1 samalla tavoin kuin esimerkissa 8. Tasta kaytetaan jatkos» 
sa nimea era 1. Toinen 1,0 l:n era samaa herakonsentraattia sulfonoitiin samoin kuin 
esimerkissa 9. Tasta kaytetaan jaljempana nimea era 2. 

Molenunat erat 1 ja 2 konsentroitiin edelleen ultrasuodattamalla ja pestiin kolme 
10 kertaa omalla tilavuudellaan tislattua vetta. Pesun aikana ja pesun jalkeen konsent- 
raatin pH pidettiin 6,5-7,0 ;ssa. Pesu tapahtui niin, etta konsentraattiin lisattiin sama 
maara tislattua vetta kuin konsentraatin tilavuus oli. Konsentraatin tilavuus kasvoi 
siis kaksinkertaiseksi. Ultrasuodatuksella suodatettiin lisattya vesimakraa vastaava 
maara suodosta konsentraatista pois, jolloin konsentraatin maara oli taas alkuperai- 
15 nen. Talla tavalla vahennettiin konsentraatin laktoosin ja sulfonoinnissa muodostu- 
neiden suolojen maaraa. Nain pystyttiin nostamaan myos konsentraatin proteiinipi- 
toisuutta, kun ultrasuodatus helpottui. 

Kylmakuivauksen jalkeen pestyista ja pH-vakioiduista konsentraateista saadut jau- 
20 heet olivat koostumukseltaan seuraavanlaisia: era 1, kuiva-aine 98,0 %, proteiini 
77,8 % ja tuhka 5,0 % seka era 2, kuiva-aine 97,0 %, proteiini 77,0 % ja tuhka 
6,2 %. Molempien erien proteiinijauheesta maaritettiin funktionaalisena ominaisuu- 
tena vaahtoavuus ja vaahdon pysyvyys seka geeliytyvyys seka verrattiin tuloksia 
sulfonointiasteeseen suhteessa. Maaritykset tehtitn Maatalouden tutkimuskeskuksen 
25 Elintarvikkeiden tutkimuslaitoksen kayttamilla menetelmilla. 



Vaahtoavuus maaritettiin 150 ml:sta 3-%:ista proteiinijauheliuosta. 



Era 


Vaahdon tilavuus ml 


Vaahtoavuus-% 


Pysyvyys min 


1 


2000 


1230 


21 


2 


2300 


1430 


27 



30 Tulosten mukaan sulfonointiasteen nousu lisasi vaahtoavuutta seka vaahdon pysy- 
vyytta. 

Geeliytyvyys maaritettiin 10-%:isesta proteiinijauheliuoksesta kahdessa pH:ssa 6,50 
ja 7,50. 
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Era 


PH 


Geeliytyvyys 


Van 


1 


6,50 


3,5 


5 




7,50 


3,5 


5 


2 


6,50 


4.0 


5 




7,50 


4,5 


5 



Tulosten mukaan sulfonointiasteen nousu paransi geeliytyvyytta, 

Geeliytyvyyden arvosteluasteikko: 
5 5,0 Taydellinen geeli; kiintea, joustava, leikattava ja pidattaa hyvin vetta raken- 
teessa, 

3,0 Selva geelirakenne, jonkin verran hauras tai geelisfa irtoaa vetta, 
1,0 Geelimaista rakennetta viela nahtavissa, 
0 Liuos tai saostuma 

10 

Geelin vari: 

5,0 Valkoinen tai harmaa 

3,0 Valkoisen ja taysin lapikuultavan valimuoto 
1,0 Lapikuultava 

15 Menetelman vdinprosessin suoritusmuoto 

Eristysprosessin ydinosa on kuvattu kuvassa 1. Siina juustonvalmistuksen sivutuot- 
teena syntynyt hera johdetaan herasailioon 1. Prosessin tarvitsema hera otetaan sai- 
liosta ja siirretaan reaktoriin 4. Heraa ultrasuodatetaan proteiinipitoisuuden konsent- 
roimiseksi 4-7 %:ksi eli 8-16-kertaiseksi ja vahintaan 75 % heran vedesta poiste- 
20 taan. Suodatus tapahtuu ultrasuodatuslaitteella 6, jonka suodatuskalvojen pidatys- 
arvo on no in 10 000 D. Heraa suodatetaan niin kauan, kuniies tarvittava maara halu- 
tim vakevyista konsentraattia on reaktorissa. Ultrasuodatuksessa muodostimut suo- 
dos johdetaan suodossailioon 7. Suodos on prosessissa syntyva kayttokelpoinen si- 
vutuote. 

25 Reaktorissa suoritetaan oksidatiivinen sulfitolyysi, jossa herakonsentraatin proteiinit 
sulfonoidaan halutimasteisesti. Sulfonointi voidaan toteuttaa kahtena reaktiona. 
Sulfitolyysissa sulfiitin sulfiitti-ionit aiheuttavat disulfidiryhmissa hapetus-pelkistys- 
reaktion. Sen tuloksena toinen rikki hapettuu sulfonaattiryhmalla ja toinen rikki pel- 
kistyy sulfhydryyliryhmaksi. Hapetus tapahtuu lisaamalla reaktioon hapettavaa ke- 

30 mikaalia esimerkiksi kalsiumperoksidia, jolloin sulfhydiyyliryhmat hapettuvat di- 
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sulfidiryhmiksi. Muodostuneet disulfidiryhmat jatkavat taas sulfiitti-ionien aiheutta- 
massa sulfitolyysissa niin kauan, kuiines jokin tekija muodostuu rajoittavaksi. 

Heraproteiinien oksidatiivisessa sulfitolyysissa kaytetaan seuraavia muuttujia ja nii- 
den arvoja: herakonsentraatin proteiinipitoisuus 2-7 %, reaktiolampotila 30-45°C, 
5 sulfiittipitoisuus 0,05-0,20 M, sulfitolyysin reaktio-pH 6^0-7,5, reaktioaika 10-60 
min, hapettimen maara 0,01-0,15 paino/tilavuus-% aktii vista happea, oksidaatio-pH 
5,5-7,0, oksidaation reaktioaika 10-60 min. 

Sulfonoinnissa tarvittavat reagenssit sulfiitti ja oksidantti, hapettava reagenssi, ovat 
saatavissa annosteltuina painon mukaan sailioista A ja B. 

10 Sulfonoinnin jalkeen proteiinit saostetaan laskemalla pltriittavasti happamen puo- 
lelle. Saostuksessa kaytetyt muuttujat ja niiden arvot ovat: saostus-pH 3,5-5,5 ja sa- 
ostusaika 10-60 min. 

pH:n saatelyyn tarvittava happo ja emas ovat kaytettavissa sailioissa 4a ja 5a. 

pH:n laskun jalkeen vapautuu ylimaaraisesta sulfiitista seka sulfonaattiryhmistakin 
15 rikkidioksidia, joka puhalletaan inertilla ja steriloidulla kaasuUa sailiosta 8 sailioon 
9. S02:sta muodostunut rikkihapoke neutraloidaaii NaOHrlla tavallisimmin 
NaHS03:ksi. Tarvittava NaOH otetaan sailiosta 5a. 

Taman jalkeen saostuma siirretaan sailioon 10, jossa se konsentroidaan ja pestaan 
sentrifiigoimalla separaattorilla 14. Pesty konsentraatti johdetaan sailioon 13, josta 
20 se separaattorilla edelleen konsentroidaan proteiinitahnaksi. Tahnaksi konsentrointi 
voi tapahtua vaihtoehtoisesti suodattamalla esimerkiksi hihna- tai rumpusuodatti- 
mella. Tahnaa sekoitetaan ja sen pH saadetaan halutuksi sekoittimessa 15. Pesty, 
valmiiksi sekoitettu ja pH-vakioitu proteiinitahna sailytetaan kylmavarastossa 16. 

Prosessin alkuosaa, heran proteiinien konsentrointia ultrasuodatuksen avuUa, voi- 
25 daan kayttaa halutun vakevyisen heraproteiinikonsentraatin tuottamiseen kaytetta- 
vaksi mm, kastikkeisiin, kiisseleihin ja tiettyihin hapanmaitotuotteisiin. Reaktoriin 4 
ultrasuodatuslaitteella 6 konsentroitu proteiinikonsentraatti siirretaan sailioon 10 ja 
sielta edelleen kayttopaikalle. 

Ydinprosessissa olevat uutuudet, joita aiemmin ei ole kaytetty vastaavissa yhteyk- 
30 sissa ovat: herakonsentraatin proteiinipitoisuus 4-7 %; reaktiolampotila 30-50°C; 
oksidatiivisen sulfitolyysin hapettimena on kaytetty reagenssia mm. CaOjl rikkidi- 
oksidin puhallus ja sen talteenotto, neutralointi ja uudelleenkaytto; saostuman kon- 
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sentrointi ja pesu sentrifugoimalla separaattorilla seka pestyn konsentraatm konsent- 
rointi tahnaksi separaattorilla tai suodattamalla ja proteiinitahnan pH:n saato ja se- 
koitus tasalaatuiseksi massaksi. 

Lisaksi laitteiston yksinkertaisin proteiinien eristamisvaihtoehto on heran proteiinien 
5 konsentrointi haluttuun vakevyyteen ja sen kaytto sellaisenaan ilmenneisiin sovellu- 
tustarpeisiin. 

Ydinprosessin ensimmainen laajennussuoritusmuoto ia parannukset 

Ydinprosessia voidaan monipuolistaa ja parantaa tekemalla seuraavat lisaykset: Ku- 
va 2. 

10 Prosessin alussa ennen ultrasuodatusta on edullista mikrosuodattaa hera 0,22 jomrn 
kalvoilla ultrasuodatuksen helpottamiseksi ja nopeuttamiseksi seka heran laadun pa- 
rantamiseksi. Mikrosuodatuksessa poistetaan herasta sinne jaaneet kaseiinihiukkaset 
ja osa lipoproteiineista seka vahennetaan huomattavasti heran sisaltamaa bakteeri- 
maaraa tai poistetaan bakteerit kokonaan. 

15 Mikrosuodatettaessa heraa sailiosta 1 mikrosuodatinlaitteella 2 reaktoriin 4 muodos- 
tuu pidatteena sivutuotetta sailioon 3 edella mainituista aineista, jotka ovat sopivia 
rehukayttoon kuumennuksen jalkeen, Toisaalta lipoproteiinit ovat kayttokelpoisia 
luonnoUisina emulgointiaineina jatkokasiteltaviksi elintarvikekayttoon. 

Samanaikaisesti mikrosuodatuksen kanssa voidaan kaynnistaa ultrasuodatus ultra- 
20 suodatuslaitteella 6 heraproteiinien konsentroimiseksi. Sivutuotteena syntynyt lak- 
toosipitoinen ja proteiiniton suodos varastoidaan sailioon 7. Suodos on hyva raaka- 
aine mm. laktoosin eristamiseen ja laktoosin fermentoimiseen maitohapoksi tai eta- 
noliksi. 

Prosessin toimivuuden ja nopeuden kannalta on edullista lisata prosessiin toinen re- 
25 aktori 5, Suodatukset voidaan tehda vuorotellen eli suodattaa toiseen silla aikaa, kun 
toisessa sulfonoidaan ja saostetaan edellista eraa. Lisareaktorin kaytossa voidaan 
hyodyntaa samoja jo olemassa olevia toimintoja kuin alkuperaisen reaktorin kaytos- 
sa eli sulfonoinnissa tarvittavia reagensseja, reagenssisailioita A ja B, pH:n saadossa 
tarvittavia happoja ja emaksia, sailioita 4a ja 5a seka rikkidioksidin puhalluksessa 
30 tarvittavia kaasusailiota 8 seka talteenottosailiota 9 lisalaitteineen. 

Saosteen maaran lisaantyessa tarvitaan sen kasittelyyn tehokkaampia laitteita. Kasit- 
tely nopeutuu ja tehostuu huomattavasti, kun saostuman erotukseen kaytetaan mik- 
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rosuodatusta. Saosliima konsentroidaan ja pestaan mikrosuodatinlaitteen 11 avuUa 
sailioon 10. Mikrosuodos ja ensimmaiset pesuvedet johdetaan sailioon 12. Loput 
pesuvesista johdetaan viemariin. Pesty konsentraatti siirretaan sailiosta 10 sailiQon 
13. Sielta se voidaan konsentroida separaattorilla tai suodattamalla hihna- tai rum- 
5 pusuodattimella tahnaksi ja kasitella edelleen kuten aiemmin on kuvattu. 

Sulfonointiasteella ja saostus-pH.lla voidaan vaikuttaa proteiinien jakautumiseen 
saostuman ja liukoisen osan valille. Aina ei ole eduUista saostaa mahdoUisimman 
paljon proteiineista, vaan saattaa oUa eduUisempaa saostaan niista vain tietty osa, 
koska nain saadaan koostumukseltaan halutunlaista proteiinia tiettyyn kayttotarkoi- 

10 tukseen. Tiettyja proteiineja saostettaessa saattaa lixikoiseen osaan jaada viela huo- 
mattava maara kayttokelpoisia proteiineja, Naiden eristamiseksi sailioon 12 varas- 
toitu mikrosuodatuksen suodos ultrasuodatetaan ultrasuodatinlaitteella 17. Saostu- 
mattomat proteiinit konsentroidaan, pH nostetaan haluttuun arvoon NaOHrlla sailio- 
sta 5a ja pestaan. Pesussa konsentraatista vahennetaan tai poistetaan kokonaan lak- 

15 toosi ja kasittelyssa muodostuneet suolat NaCl ja CaCi2. Suodos ja ensimmaiset pe- 
suvedet johdetaan sailioon 18, josta niiden sisaltama laktoosi on hyodynnettavissa 
esimerkiksi kaymisteitse. Loput pesuvedet johdetaan viemariin, Pesty ja pH-vakioitu 
proteiinikonsentraatti johdetaan ultrasuodoskonsentraatin sailioon 19. Sielta se ote- 
taan kuivattavaksi kuivaimeen 20. Kuivain voi olla suihke-, tyhjo- tai kylmakuivain. 

20 Saatu proteiinijauhe sailytetaan proteiinijauhevarastossa 2 1 . 

Haluttaessa vahnistaa saostekonsentraatista jauhetta konsentraatti siirretaan saoste- 
konsentraatin sailiosta 13 suodossailioon 12, Konsentraatin pH nostetaan haluttuun 
arvoon NaOHilla sailiosta 5a, ja konsentraatti pestaan ultrasuodattamalla ultrasuo- 
datinlaitteella 17. Taman jalkeen konsentraatti siirretaan sailioon 19. Konsentraatin 
25 kuivaus tapahtuu samoin kuin edella on kuvattu mikrosuodoskonsentraatin kasitte- 
lyn yhteydessa, Muodostunut proteiinijauhe sailytetaan varastossa 21. 

Haluttaessa konsentroitua heraa tiettyihin elintarvikkeisiin, kuten kastikkeisiin ja 
vanukkaisiin tai fermentoitaviin maitotuotteisiin, sen tuottaminen tapahtuu kuten 
edella on kuvattu. Hera mikrosuodatetaan mikrosuodatuslaitteella 2 ensin ja mik- 
30 rosuodatuksen suodos konsentroidaan ultrasuodattamalla ultrasuodatuslaitteella 6 
haluttuun proteiini- tai kuiva-ainekonsentraatioon. Konsentroiimin jalkeen herakon- 
sentraatti siirretaan sailioon 10 ja sielta edelleen haluttuun kayttokohteeseen. 
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Toisinaan tarvitaan herakonsentraattia tai -janhetta, josta on poistettu osittain tai ko- 
konaan laktoosi ja suolat. Silloin sailiossa 10 oleva herakonsentraatti siirretaan sai- 
lioon 12 ja se pestaan ultrasuodattamalla ultrasuodatuslaitteella 17 haluttuun puh- 
tauteen ja konsentroidaan haluttuun proteiinipitoisuuteen. Nain saatu konsentraatti 
5 siirretaan sailioon 19. Sielta konsentraatti voidaan kuljettaa sellaisenaan kayttopai- 
kalle tai kuivata kuivaimessa 20. 

Ydinprosessin ensimmaisessa laajennuksessa ja parannuksessa ilmenevat uutuudet, 
joita aikaisemmin ei ole kaytetty samassa yhteydessa: heran mikrosuodatus ennen 
konsentrointia ultrasuodatuksella; kahden reaktorin kaytto sulfonoinnissa ja saostuk- 

1 0 sessa vuorotellen; saostuman erotus ja pesu mikrosuodattamalla; mikrosuodatuksen 
suodoksen konsentrointi; pH:n saato ja pesu ultrasuodattamalla; konsentraatin kui- 
vaus jauheeksi, edellisen toteutuksessa herakonsentraatin proteiinit jaettiin saosta- 
malla kahteen osaan, joiden maara ja koostumus on saadeltavissa sulfonointiasteella 
ja saostus-pHrlla; saostuman kuivaus jauheeksi tahnan valmistuksen sijaan ja pestyn 

15 ja pH-vakioidun mikrosuodoskonsentraatin kuivaus suihke-, tyhjo- ja kyhnakuivai- 
milla. Lisaksi laitteistoa voidaan kayttaa mikrosuodatetun ja ultrasuodatuksella kon- 
sentroidun herakonsentraatin vahnistukseeri seka herakonsentraatin valmistukseen, 
josta on poistettu laktoosi ja suolat osittain tai kokonaan. Kaikki edella mainitut 
tuotteet voivat oUa liuoksena tai kuivattuina. 

20 Ydinprosessin toinen laaiennussuoritusmuoto ia parannukset 

Herakonsentraatin proteiinit ovat jaoteltavissa sulfonoinnin jalkeen useampaan 
osaan kuin vain kahteen, saostumaan ja liukoiseen osaan. Vaihtelemalla sulfonointi- 
astetta ja saostus-pH:ta voidaan konsentraatin proteiinit saostaa useana eri osana, 
jolloin saostumien ja liukoisen osan proteiinikoostumus ovat maariteltavissa suhteel- 
25 lisen tarkasti. Ks. kuva 3. 

Prosessin alkuosa on samanlainen kuin ensimmaisessa laajennuksessa. Haluttu sul- 
fonointiaste voidaan maaritella tarkasti edella esitetyilla sulfonointiin vaikuttavilla 
tekijoilla. Saostaraiset puolestaan voidaan tehda esimerkiksi kohnessa pHrssa 5,0, 
30 4,5 ja 4,0. Ensimmaisen saostamisen pH:ssa 5,0 saostuma erotetaan mikrosuodatta- 
malla sailioon 10. Mikrosuodos johdetaan suoraan tai suodossailion 12 kautta ta- 
kaisin toiseen reaktoriin seuraavaa saostamista varten pH:ssa 4,5. Tarvittaessa mik- 
rosuodatuksen suodos on konsentroitavissa sailiossa 12 kayttamalla ultrasuodatinta 
17 ennen seuraavaa saostamista. 
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Toista saostamista tehtaessa pestaan sailiossa 10 oleva saostekonsentraatti mikro- 
suodattamalla. Pesty konsentraatti siirretaan sailioon 13 tai 12 ilman pesua jatketta- 
essa kasittelya valittomasti. Sailiossa 12 konsentraatin pH nostetaan haluttuun ar- 
voon NaOH:lla sailiosta 5a. Konsentraatti pestaan ultrasuodattamalla ultrasuodatti- 
5 messa 17 ja vakevoidaan sopivalle tasolle. Kasittelyn jalkeen konsentraatti siirretaan 
sailioon 19, josta se kuivataan, kuten edella on selostettu tai kaytetaan sellaisenaan 
kuljetettuna suoraan kayttokohteeseen. 

Toinen ja kolmas saostus edella mainituissa pH:issa seka saostuman kasittely kon- 
sentraatiksi tai kuivatuksi jauheeksi suoritetaan samoin kuin ensimmaisen saostuk- 
10 sen yhteydessa on kuvattu. 

Viimeisen saostuksen suodos konsentroidaan, sen pH saadetaan haluttuun arvoon ja 
se pestaan. Pesty konsentraatti voidaan kayttaa sellaisenaan tai kuivataan kuten edel= 
la on kuvattu. 

Ydinprosessin toisen laajennuksen yhteydessa kayttoon otetut uutuudet, joita aikai- 
15 semmin ei ole kaytetty samassa yhteydessa ovat: herakonsentraatin proteiinit ovat 
jaoteltavissa useaan osaan eri kayttotarkoituksia varten saostamalla useassa pH:ssa, 
suodos on konsentroitavissa ennen seuraavaa saostusta, ja prosessin laitteistoUa on 
suoritettavissa useita toimintoja samanaikaisesti, esimerkiksi saostaminen voidaan 
suorittaa samaan aikaan, kun edellista saostumaa pestaan mikrosuodatuksella tai sita 
20 edellista pestaan ja konsentroidaan pH:n saadon yhteydessa ultrasuodatuksella en- 
nen kuivausta. 

Kaikki jaottelussa tuotetut proteiinit ja niiden seokset ovat valxnistettavissa ja saata- 
vissa myos liukoisina. 

Heran proteiinit ovat tunnetusti hyvia biologiselta arvoltaan. Saadut proteiinijakeet 
25 voidaan kohdentaa hyvin vaativiin erikoisruokiin, kuten a-laktalbumiini lastenruo- 
kiin (mm. Hambraeus, Proceedings of the International Congress on Milk Proteins 
1984, s. 63-79). Saostamisen yhteydessa pH lasketaan arvoon 5,0 ja sen alapuolelle, 
jolloin kaytetyssa reaktiolampotilassa rikkidioksidi vapautuu mm. sulfoniiyhmista 
(-S-SO3-) ja muodostuu vapaita sulfhydryyliryhmia (-SH). Sulfhydiyyliryhmat py° 
30 syvat vapaina, ellei pH:ta nosteta lahelle 7:aa ja anneta hapen vaikuttaa niihin. Sulf- 
hydryyliryhmat suojaavat monia ruoissa esiintyvia, raaka-aineissa olevia tai valmis- 
tuksessa syntyneita, epaedullisia, jopa myrkyllisia yhdisteita, mm. mykotoksiinit ja 
lysinoalaniini, vastaan (mm. Friedman, J, Agric. Food Chem. 1994, 42, 3-20). Pro- 
teiinien fraktioinnissa biologinen arvo ja ravintonakokohdat ovat useimmiten ensisi- 



30 



101514 



jaisia. Lisaksi sulfonointiasteesta johtuvia toiminnallisia ominaisuuksia voidaan jos- 
sain maarin hyodyntaa naissakin yhteyksissa. Toisaalta eraiden proteiinien kuten p- 
laktoglobuliiniji eristamisessa yhtena nakokohtana on hyvat geeliytyraisominaisuu- 
det. 

5 

Ydinprosessin kolmas laaieimussuoritusmuoto ia parannukset 

Heran kokonaisproteiinien toiminnallisuuteen voidaan vaikuttaa sulfonointiasteella 
biologisen arvon huonontumatta. Sulfonointiasteen lisayksella, jonka seurauksena 
10 molekyylirakenteen muuntuneisuus lisaantyy, vaikutetaan heran proteiinien moniin 
toiminnallisiin ominaisuuksiin joko parantamalla tai huonontamalla niita. Tallaisia 
ominaisuuksia ovat mm. vaahtoavuus, vaahdon pysyvyys, viskositeetti, liukoisuus, 
emulgointikyky ja geeliytyvyys (mm. N.K.D. Kella, S.T. Yang & J.^. Kinsella 
1989, J. Agric. Food Chem. 37, 1203-1210). 

15 Proteiinien molekyylirakenteen pysyvyys edellyttaa sulfoniryhmien olemassaoloa 
rakenteessa. Taman seurauksena happamien olosuhteiden kaytto ei tule kysymyk- 
seen eristyksessa, joten eristysprosessin alkuosaa voidaan kayttaa vain saostamiseen 
asti. Ks. kuva 4. 

Valmistettaessa muunneltuja proteiineja, joiden tiettyjen hyvien toiminnallisten 
20 ominaisuuksien halutaan sailyvan, konsentraatti siirretaan sulfonoinnin jaUceen sai- 
lioon 10, jossa se tarvittaessa voidaan mikrosuodattaa, ja sen jalkeen sailioon 12, 
jossa se puolestaan konsentroidaan, sen pH saadetaan ja pidetaan valilla 6-8, eduUi- 
simmin 6,5-7,5, ja pestaan ultrasuodattamalla ultrasuodatinlaitteella 17. Pesty ja pH- 
vakioitu konsentraatti siirretaan sailioon 19, josta se kuljetetaan sellaisenaan kaytto- 
25 paikalle tai johdetaan kuivaimeen 20 kuivausta varten. Valmis tuote, proteiinijauhe, 
varastoidaan varastoon 21. 

Ultrasuodatuksessa syntynyt suodos ja ensimmaiset pesuvedet johdetaan sailioon 
18. Muut pesuvedet johdetaan viemariin. Saihossa 18 oleva suodos ja pesuvedet 
johdetaan vapaaseen reaktoriin, sen pH lasketaan 4,5:een ja se lammitetaan tavaUi- 
30 sesti kaytettyyn prosessilampotilaan. Naissa olosuhteissa puhalletaan vapautunut 
rikkidioksidi inertilla ja steriloiduUa kaasuUa sailiosta 8 talteenottosailidon 9, jossa 
se neutraloidaan NaHSOs.ksi NaOH:lla sailiosta 5a. Kasitelty suodos siirretaan sai- 
lioon 18 hyodynnettavaksi esimerkiksi fermentoimalla. 



Proteiinien allergeenisia ominaisuuksia voidaan jossain maarin vahentaa lyhenta- 
malla peptidien pituutta. Myos proteiinien toiminnallisia ominaisuuksia voidaan 
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tietyissa maarin muunnella pienentamalla molekyylien kokoa. Prosessiin on sijoi- 
tettu membraanireaktori 22 proteiinien entsymaattista hydrolyysia varten. Mem- 
braanireaktorissa proteiinit ovat hydrolysoitavissa halutun kokoisiksi peptideiksi en- 
nen kuivausta tai kayttoa sellaisenaan. 

5 Ydinprosessin kolmannessa laajennuksessa kayttoon otetut uutuudet ovat: halutussa 
maarin sulfonoitu konsentraatti tarvittaessa mikrosuodatetaan ja suodatettu konsent- 
raatti konsentroidaan edelleen ultrasuodattamalla, sen pH saadetaan halutuksi ja se 
pestaan; proteiinien molekyylikokoa voidaan toiminnallisten ominaisuuksien tai 
muiden syiden vaatiessa pienentaa hydrolysoimalla ennen kuivausta. Hydrolysaatti 
10 on kaytettavissa myos liuoksena. 

Paaosa edella esitellyista uutuuksista on esitetty edellisessa menetebnaa koskevassa 
patenttihakemuksessa, mutta tietyt tarkeat menetelman osat ovat uusia ja luetellaan 
jaljempana. Tassa hakemuksessa kuvataan uutuutena menetelman toteuttamiseen 
tarvittava valine, valmistusprosessi. Tahan hakemukseen kuuluu useanunan pH;n 

15 saostus fraktiointimielessa ja fraktioiden tuottaminen liuoksina tai kuivattuna seka 
sulfonoidun konsentraatin mikrosuodatus ja sen jalkeen konsentrointi, pH:n vakioin- 
ti ja pesu ennen tuotteeksi saattamista liuoksena tai kuivattuna jauheena. Saostus jaa 
siis kokonaan pois. Kysymyksessa on heran koko proteiiniosan tiettyjen toiminnal- 
listen ominaisuuksien parantaminen. Menetelman osana on mukana proteiinien ent- 

20 symaattinen hydrolysointi peptidikoon pienentamiseksi ennen konsentraatin tuot- 
teeksi saattamista liuoksena tai kuivattuna jauheena, 

Selitykset kuvien 1-4 prosessLkaavioihin 

1 . Heran varastosailio: Hera johdetaan herasailioon juustonvalmistuksesta 

rasvan poiston jalkeen. 

25 2. Mikrosuodatuslaitteisto: Herasta suodatetaan pois mikrosuodatuksella ka- 

seiinihiukkaset, bakteerit ja osa fosfolipoproteiineja pidatteena. 

3. Pidatesailio: Pidate johdetaan erilliseen sailioon. 

4 ja 5. Reaktorit: Mikrosuodatuksen suodos johdetaan vuorotellen molempiin re- 
aktoreihin, joissa se vakevoidaan ultrasuodattamalla, Reaktoreissa tapahtuu proteii- 
30 nien muuntelu sulfonoimalla ja saostus. 

4a ja 5a. Happo- ja emassailiot pH:n saatolaitteineen: Sailiot sisaltavat happoa ja 
emasta pH;n muutosta ja tasausta varten. 
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A ja B. Reagenssien 1 ja 2 sailiot ja annostelulaitteisto: Sailiot sisaltavat reagens- 
seja 1 ja 2, joita kaytetaan proteiinien muuntelussa. Sailioiden yhteydessa on myos 
reagenssien annostelulaitteet. 

6. Ultrasuodatuslaitteisto: Mikrosuodatuksen suodos vakevoidaan ultrasuo- 
dattamalla reaktoreihin. 

7. Suodossailio: Ultrasuodatuksen suodos johdetaan sivutuotteena suodossai- 
liodn jatkotoimenpiteita varten. 

8. Kaasusailio: Rikkidioksidin puhallus tapahtuu puhaltamalla reaktoreihin 
steriilia inerttia kaasua, ilmaa/typpea, jolla ajetaan vapautunut rikkidioksidi ulos sa- 
osteesta. _ 

9. Rikkidioksidin talteenottosailio: Puhallettu kaasu ja sen mukana tuleva 
vesihoyry seka SO2/SO32- otetaan talteen uudelleenkayttoa varten. Nain estetaan 
S02:ta joutumasta ymparistoon ja suodoksen jatkokasittelyssa aiheuttamasta vahin- 
koa mm. hyotymikrobetUe. 

10. Saostesailio: Reaktoreista saoste johdetaan saostesailioon, johon se kon- 
sentroidaan mikrosuodattamalla. 

1 1 . Mikrosuodatuslaitteisto: Saoste konsentroidaan ja pestaan mikrosuodatta- 
malla. Konsentraatti muodostuu saostesailioon 10 ja suodos seka ensimmaiset pesu- 
vedet johdetaan suodossailioon 12. Toiset pesuvedet johdetaan viemariin. 

12. Suodossailio: Saosteen mikrosuodatuksessa muodostunut suodos johdetaan 
suodossailioon. 

1 3 . Saostekonsentraation sailid: Vakevoity saoste johdetaan saostekonsentraa- 
tin saihoon, josta se otetaan jatkokasittelyyn, separointiin, tai siirretaan ultrasuoda- 
tukseen, sailidon 12. 

14. Sentrifiigi, separaattori: Saostekonsentraatti sentrifugoidaan, separoidaan, 
proteiinien erottamiseksi tahnana. Proteiinit siirretaan sekoittimeen 15 ja kirkaste 
paastetaan viemariin. 

15. Sekoitin: Proteiinitahnaa sekoitetaan sekoittimessa ja samassa yhteydessa 
sen pH nostetaan haluttuun arvoon. 

16. Tuotevarasto: Vahnis ja vakioitu proteiinitahna siirretaan varastoon 16. 
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17. Ultrasuodatuslaitteisto: Mikrosuodatussuodoksen vakevointi, pH:n saato ja 
pesu tapahtuvat ultrasuodattamalla sailioon 12. 

18. Ultrasuodossailio: Ultrasuodatuksen suodos ja ensimmaiset pesuvedet joh= 
detaan sailioon 18, Seuraavat pesuvedet paastetaan viemariin. 

5 19. Ultrasuodatuskonsentraatin sailio: Ultrasuodatuskonsentraatti siirretaan 
suodossailiosta 12 konsentraattisailioon 19. 

20. Kuivain: Kyseeseen tulee suihke-, tyhjo- tai kylmakuivain. Silla kuivataan 
ultrasuodatuskonsentraatti proteiinijauheeksi. 

2 1 . Proteiinijauhevarasto: Proteiinijauhe varastoidaan jatkokasittelya varten. 

1 0 22. Membraanireaktori proteiinihydrolyysia varten; Ultrasuodatus- ja saoste- 
konsentraatti seka muut proteiinit voidaan hydrolysoida halutun kokoisiksi pepti- 
deiksi ennen kuivaantiista. 

23. Hydrolysaatin varastosailio: Hydrolysaatti varastoidaan ennen kuivausta 
tai kayttoa. 
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Patenttivaatimukset 

1. Prosessi paaasiassa vetta, laktoosia ja proteiineja sisaltavan heran proteiinien 
eristamiseksi, joka sisaltaa vaiheet, joissa 

a) suoritetaan heran esikasittely, joka ainakin kasittaa heran konsentroinnin pois- 
5 tamalla siita noin 75-95 % sen vedesta, 

b) suoritetaan vaiheen a) esikasitellyn heran sulfonointikasittely, ja 

c) suoritetaan vaiheen b) esi- ja sulfonointikasitellyn heran loppukasittely, joka 
ainakin kasittaa heran sulfonoitujen proteiinien erottamisen em. kasitellysta herasta 
konsentroimalla ne, saostamalla ne ja/tai suorittamalla niille fraktiosaostus, 

10 tunnettu siita, etta esikasitellyn heran sulfonointikasittely b) suoritetaan siten, etta 
esikasitelty hera saatetaan kosketukseen sulfntin ja elintarvikelaatuisen hapettavan 
yhdisteen kanssa ilman katalysaattoria ja heran proteiinit sulfonoituvat. 

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen prosessi, tunnettu siita, etta vaihe b) kasittaa 
15 toisistaan riippumatta sen, etta 

- kaytetaan sulfiittina alkalimetallin ja/tai maa-alkalimetallin sulfiittia, vetysulfiittia 
ja/tai metabisulfiittia, eduUisesti natriumsulfiittia, natriumvetysulfiittia ja/tai nat- 
riummetabisulfiittia, edullisimmin natriumvetysulfiittia, 

- kaytetaan sellaista sulfiittimaaraa, etta sulfiitin konsentraatio sulfonointiseoksessa 
20 on valilla noin 0,02-0,20 M, edullisesti valilla noin 0,05-0,10 M, 

- kaytetaan elintarvikelaatuisena hapettavana yhdisteena elintarvikelaatuista perok- 
sidiyhdistetta ja/tai halogenaattia, edullisesti vastaavasti kalsiumperoksidia Ca02 
ja/tai kaliumbromaattia KBr03, ja etta 

- kaytetaan sellaista elintarvikelaatuista hapettavaa yhdistetta, etta elintarvikelaatui- 
25 sen hapettavan yhdisteen pitoisuus on valilla 0,0 1 -0, 1 5 % (paino/tilavuus), laskettu 

aktiivisena happena, ja lisaksi sen, etta 

- saatetaan esikasitelty hera kosketukseen sulfiitin ja elintarvikelaatuisen hapettavan 
yhdisteen kanssa pH:ssa noin 5,0-8,5 ja 

- saatetaan esikasitelty hera kosketukseen sulfiitin ja elintarvikelaatuisen hapettavan 
30 yhdisteen kanssa lampotilassa noin 25-55°C, edullisesti lampotilassa noin 30-50°C. 

3. Patenttivaatimuksen I tai 2 mukainen prosessi, tunnettu siita, etta vaiheen b) 
sulfonointikasittely kasittaa vaiheet, joissa: 

b i) proteiinit sulfonoidaan saattamalla esikasitelty hera kosketukseen sulfiitin 
35 kanssa ja 
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b2) sulfonoidut proteiinit hapetetaan saattamalla ne kosketukseen elintarvikelaa- 
tuisen hapettavan yhdisteen kanssa. 

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen prosessi, tunnettu siita, etta vaihe bj) kasit=- 
5 taa toisistaan riippumatta sen, etta 

- saatetaan esikasitelty hera kosketukseen sulfiitin kanssa pH:ssa noin 6,0-7,5, edul- 
lisesti pH:ssa noin 6,5-7,0, 

- saatetaan esikasitelty hera kosketukseen sulfiitin kanssa noin 10-50 minuutin ajan, 
ja 

10 - saatetaan esikasitelty hera kosketukseen sulfiitin kanssa lampotilassa noin 25- 

55°C, edullisesti noin 30-50°C, ja vaihe b2) kasittaa toisistaan riippumatta sen, etta 

- saatetaan sulfonoidut proteiinit kosketukseen elintarvikelaatuisen hapettavan yh- 
disteen kanssa pH:ssa noin 5,0-7,0, edullisesti pH:ssa noin 5,5-6,5, 

- saatetaan sulfonoidut proteiinit kosketukseen elintarvikelaatuisen hapettavan yh- 
15 disteen kanssa noin 15-60 minuutin ajan, ja 

- saatetaan sulfonoidut proteiinit kosketukseen elintarvikelaatuisen hapettavan yh- 
disteen kanssa lampotilassa noin 25-55°C, edullisesti noin 30-50°C. 

5. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen prosessi, tunnettu siita, etta 
20 vaihe c) kasittaa sulfonoitujen proteiinien erottamisen esikasitellysta herasta lisa- 

konsentroimalla, edullisesti ultrasuodattamalla ja edullisesti pHrssa 6-8, joUoin saa- 
daan talteen oleellisesti kaikki sulfonoidut proteiinit yhdessa kasittava konsentraatti. 

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen prosessi, tunnettu siita, etta vaihe c) kasittaa 
25 toisistaan riippumatta 

- kasitellyssa herassa olevien sulfonoitujen proteiinien puhdistamisen mikrosuoda- 
tuksella, edullisesti ennen konsentrointia, 

- konsentraatin hydrolysoinnin, edullisesti entsymaattisesti, joUoin syntyy kokohe- 
raproteiinihydrolysaattia, 

30 - konsentroimalla kasitellysta herasta erotettujen sulfonoitujen proteiinien tai niiden 
hydrolysoiimista syntyvan kokoheraproteiinihydrolysaatin kuivaamisen kiinteaksi 
tuotteeksi, 

- rikkijohdannaisten poistamisen kasitellysta herasta, josta sulfonoidut proteiinit on 
erotettu, alentamalla pH, edullisesti < 5, ja lammittamalla, edullisesti lampotilaan 

35 noin 30-50°C, jolloin rikkioksidijohdannaiset muuttuvat rikkidioksidikaasuksi, joka 
poistetaan ja edullisesti neutraloidaan prosessissa kayttokelpoiseksi sulfiitiksi kuten 
natriumvetysulfiitiksi. 
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7. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen prosessi, tunnettu siita, etta vaihe 
c) kasittaa sulfonoitujen proteiinien erottamisen kasitellysta herasta saostamalla 
happamassa pH;ssa, jolloin syntyva sakka sisaltaa ko. pH.ssa liukenemattomat pro- 
teiinit (esim. a-laktalbumiini, naudanseenimialbumiini BSA) ja jaava vesifaasi sisal- 

5 taa ko. pH:ssa liukoiset proteiinit (esim. p-laktoglobuliini), ja erottamalla sakka 
vesifaasista. 

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen prosessi, tunnettu siita, etta sakka erotetaan 
sentrifugiseparaattorilla. 

10 

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen prosessi, tunnettu siita, etta vaihe c) kasittaa 
toisistaan riippumatta sen, etta ~ 

- erotetaan sulfonoidut proteiinit saostamalla pH:ssa noin 2,5-6,5, ediiUisesti pH:ssa 
noin 3,0-5,0, 

15 - erotetaan sulfonoidut proteiinit saostamalla lampotilassa noin 25-55°C, eduUisesti 
lampotilassa noin 30-50°C, 

- erotetaan sulfonoidut proteiinit siirtymalla hitaasti, edullisesti 10-40 minuutin ai- 
kana, vaiheen b) pH-arvosta vaiheen c) sulfonoitujen proteiinien saostus-pH-arvoon, 
edullisesti viimeksi mainitun pH-arvon alarajaan, 

20 - suoritetaan saosteen sekoitus pH:n happamaksi saatamisen jalkeen, edullisesti noin 
10-60 min,j a etta 

- happamassa pH:ssa oleva saoste (sakka + vesifaasi) konsentroidaan mikrosuodatta- 
malla, edullisesti eimen sakan eristamista saosteesta tai sen konsentraatista toisella 
menetelmalla, jolloin sakka erottuu ainakin osasta kasiteltya heraa. 

25 

10. Patenttivaatimuksen 8 tai 9 mukainen prosessi, tunnettu siita, etta vaihe b) ja 
vaihe c) kasittavat sulfonoitujen proteiinien erottamisen saostamalla happamassa 
pH:ssa vuorotellen vahintaan kahdessa astiassa, edullisesti siten, etta vaihe b) ja 
vaihe c) tehdaan kahdessa astiassa vuorotellen, tai siten, etta vaiheiden b) ja c) 

30 taytto-, tyhjennys- ja erotusoperaatiot vuorottelevat vaiheiden paaoperaatioiden 

(sulfonointi, saostus) kanssa tai siten, etta erotusoperaatio vuorottelee em. paaope- 
raatioiden muodostaman perakkaiskokonaisuuden kanssa. 

1 1. Jonkin patenttivaatimuksista 8-10 mukainen prosessi, tunnettu siita, etta vaihe 
35 c) kasittaa saostuksen happamassa pH:ssa, vapautuvan rikkidioksidin erottamisen ja 

talteenoton, edullisesti johtamalla saostusseokseen inerttikaasua, joka kuljettaa rik- 
kidioksidin saihoon, jossa se muutetaan rikkihapokkeeksi ja mielellaan neutraloi- 
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daan, mieluimmin NaOH:Ila prosessissa uudelleen kayttokelpoiseksi NaHS03:ksi, 
joka syotetaan sulfiitiksi takaisin vaiheeseen b). 

12. Jonkin patenttivaatimuksista 8-11 mukainen prosessi, tunnettu siita, etta vaihe 
5 c) kasittaa ainakin yhden seuraavista loppukasittelyvaiheista 

- saoste tai sen pesty konsentraatti konsentroidaan proteiinitahnaksi, edullisesti 
kayttaen sentrifugiseparaattoria, hihnasuodatinta ja/tai ruinpusuodatinta ja valinnai- 
sesti, 

- proteiinitahnaa sekoitetaan ja/tai saadetaan sen pHrta, edullisesti arvoon 6-8 emak- 
10 sella tai emasseoksella, joka edullisesti on NaOH tai NaOH:n, Ca(OH)2:n ja KOH:n 

seos, joUoin CaOH:n maara edullisimmin on sellainen, etta se korvaa vahintaan he- 
ran alkuperaisen Ca:n maaran, - 

- saostuksen ja sakan erotuksen jalkeisen suodoksen sisaltamien ko. pH:ssa liukois- 
ten sulfonoitujen proteiinien (esim. p-Iaktoglobuliini) talteenoton, edullisesti ultra- 

15 suodatuksella, ja mahdollisen jatkokasittelyn, kuten konsentroinnin, pH-saadon, pe- 
sun hydrolyysin ja/tai kuivauksen. 

13. Jonkin patenttivaatimuksista 8-12 mukainen prosessi, tunnettu siita, etta vaihe 
c) kasittaa sulfonoitujen proteiinien erottamisen kasitellysta herasta ja toisistaan 

20 fraktiosaostamalla useassa happamassa pH:ssa, jolloin ensimmaisessa saostuksessa 
ensimmaisessa happamassa pH:ssa syntyva sakka, joka sisaltaa ko. pHrssa liukene- 
mattomat proteiinit, erotetaan, edullisesti sentrifugoimalla ja/tai mikrosuodattamalla, 
ja otetaan talteen, ja ko. pHrssa syntyvalle vesifaasille eli suodokselle tai sen kon- 
sentraatille, joka sisaltaa ko. pH:ssa liukoiset proteiinit, suoritetaan toinen saostus 

25 toisessa happamassa pH:ssa, erotetaan ja otetaan talteen, jne., kunnes saadaan tal- 
teen kutakin hapanta saostus-pH:ta vastaavat sakat, joissa on vastaavat proteiinit, ja 
kaikkien saostuksien jalkeen jaava vesifaasi, jossa on kaikissa saostus-pH:issa liu- 
koisena sailyneet proteiinit, jotka voidaan eristaa konsentroimalla ja kuivaamalla. 

30 14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen prosessi, tunnettu siita, etta vaihe c) kasittaa 
sulfonoitujen proteiinien erottamisen saostamalla kahdessa tai kohnessa happa- 
massa, edullisesti alenevassa pHrssa, edullisesti pH:ssa noin 5,0, jolloin saostuu 
esim. oleellinen osa heran sisaltamasta a-laktalbumiinista, pH:ssa noin 4,5, jolloin 
saostuu esim. oleellinen osa heran sisaltamasta naudanseerumialbumiinista (BSA), 

35 ja pHrssa noin 4,0, jolloin saostuu esim. loput naudanseerumialbumiinista ja muut 
happamassa saostuvat proteiinit, mainitussajaijestyksessa, jolloin jaljellejaa vesi- 
faasi eli kasitellyn heran se osa, jossa on ainakin ko. kohnessa saostus-pHrssa liu- 
koisena sailyneet proteiinit, esim. P-Iaktoglobuliini. 



3« 101514 

Patentkrav 

1 . Process for isolering av proteiner ur vassla som innehaller huvudsakligen vat- 
ten, laktos och proteiner, innehallande stegen dar 

a) vasslan forbehandlas, vilket atminstone innefattar koncentrering av vasslan 
5 genom avlagsning av 75-95 % av dess vatten, 

b) den forbehandlade vasslan ur steg a) sulfoneringsbehandlas, och 

c) den for- och sulfoneringsbehandlade vasslan ur steg b) behandlas, varvid vass- 
lans sulfonerade proteiner atminstone separeras ur ovannanmda behandlade vassla 
genom koncentrering, utfalhiing och/eller fraktionsutfalhiing av dessa, 

10 kannetecknad av att sulfoneringsbehandlingen b) av den forbehandlade vasslan 
genomfbrs sa, att den forbehandlade vasslan bringas i kontakt med sulfit och en 
oxiderande forening av livsmedelskvalitet utan katalysator, varvid vasslans proteiner 
sulfoneras. 

15 2. Process enligt patentkrav 1, kannetecknad av att steg b) innefattar oberoende 
av varandra det, att 

- som sulfit anvands en alkalimetall- och/eller alkalisk jordartsmetallsulfit, en vate- 
sulfit och/eller metabisulfit, foretradesvis natriumsulfit, natrium vatesulfit och/eller 
natriummetabisulfit, heist natriumvatesulfit, 

20 - en sadan mangd sulfit anvandes, att sulfitkoncentrationen i sulfoneringsbland- 
ningen ar mellan cirka 0,02-0,20 M, foretradesvis mellan cirka 0,05-0,10 M, 

- som den oxiderande foreningen av livsmedelskvalitet anvandes en peroxidforening 
och/eller ett halogenat av livsmedelskvalitet, foretradesvis kalciumperoxid Ca02 
och/eller kaliumbromat KBr03, och att 

25 - en sadan oxiderande forening av livsmedelskvalitet anvandes, att halten av oxide- 
rande forening av livsmedelskvalitet ar 0,01-0, 15 % (vikt/volym), raknat som aktivt 
syre, och dessutom att 

- den forbehandlade vasslan bringas i kontakt med sulfiten och den oxiderande for- 
eningen av livsmedelskvalitet i ett pH-varde om cirka 5,0-8,5 och 

30 - den forbehandlade vasslan bringas i kontakt med sulfiten och den oxiderande for- 
eningen av livsmedelskvalitet i en temperatur om cirka 25-55°C, foretradesvis 
temperaturen cirka 30-50°C. 

3. Process enligt patentkrav 1 eller 2, kannetecknad av att stegets b) sulfo- 
35 neringsbehandling innefattar stegen dar: 

b i) proteinema sulfoneras genom att bringa den forbehandlade vasslan i kontakt 
med sulfiten och 

b3) de sulfonerade proteinema oxideras genom att bringa dem i kontakt med den 
oxiderande foreningen av livsmedelskvalitet. 
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4. Process enligt patentkrav 3, kannetecknad av att steg bj) innefattar oberoende 
av varandra att 

- den fbrbehandlade vasslan brixigas i kontakt med sulfiten i ett pH av cirka 6,0-7,5, 
foretradesvis pH-vardet cirka 6,5-7,0, 

5 - den forbehandlade vasslan bringas i kontakt med sulfiten i cirka 10-50 minuter, 
och 

- den fbrbehandlade vasslan bringas i kontakt med sulfiten i en temperatur av cirka 
25-55 °C, foretradesvis cirka 30-50°C, och b2) innefattar oberoende av varandra att 

- de sulfonerade proteinema bringas i kontakt med den oxiderande foreningen av 
10 livsmedelskvalitet i ett pH av cirka 5,0-7,0, foretradesvis i ett pH av cirka 5,5-6,5, 

- de sulfonerade proteinema bringas i kontakt med den oxiderande foreningen av 
livsmedelskvalitet i cirka 15-60 minuter, och 

- de sulfonerade proteinema bringas i kontakt med den oxiderande foreningen av 
livsmedelskvalitet i en temperatur av cirka 25-55''C, foretradesvis cirka 30-50'*C. 

15 

5. Process enligt nagot av de foregaende patentkraven, kannetecknad av att steg 
c) innefattar separering av de sulfonerade proteinema fran den forbehandlade vass- 
lan genom vidarekoncentrering, foretradesvis ultrafiltrering och foretradesvis vid ett 
pH av 6-8, varvid ett koncentrat tillvaratages som innehaller vasentligen alia sulfo- 

20 nerade proteiner. 

6. Process enligt patentkrav 5, kannetecknad av att steg c) innefattar oberoende 
av varandra 

- en rening av de i vasslan befintliga sulfonerade proteiner genom mikrofiltrering, 
25 foretradesvis fore koncentreringen, 

- en hydrolysering, som foretradesvis ar en2ymatisk, av koncentratet, varvid helvass- 
leproteinhydrolysat bildas, 

- koncentrering av de ur den behandlade vasslan separerade sulfonerade proteinema 
eller det ur deras hydrolysering bildade helvassleproteinhydrolysatet genom tork- 

30 ning till en torr produkt, 

- avlagsning av svavelderivat ur den behandlade vasslan fran vilken de sulfonerade 
proteinema separerats, genom sankning av pH-vardet, foretradesvis < 5, och genom 
uppvarmning, foretradesvis till temperaturen cirka 30-50°C, varvid svaveloxidderi- 
vaten konverteras till svaveldioxidgas som avlagsnas och foretradesvis neutraliseras 

35 till i processen anvandbar sulfit sasom natriumvatesulfit. 

7. Process enligt nagot av patentkraven 1-4, kannetecknad av att steg c) inne- 
fattar separering av de sulfonerade proteinema ur den behandlade vasslan genom 
utfallning i sur pH, varvid den erhallna fallningen innehaller vid namnda pH olos- 
liga proteiner (t.ex, a-laktalbumin, boskapssemmalbumin (BSA) och den ater- 
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staende vattenfasen innehaller vid namnda pH losliga proteiner (t.ex, p-lakto- 
globulin), och genom separering av fallningen ur vattenfasen. 

8. Process enligt patentkrav 7, kannetecknad av att fallningen separeras medelst 
en centrifugseparator. 

9. Process enligt patentkrav 8, kannetecknad av att steg c) innefattar oberoende 
av varandra att 

- de sulfonerade proteinema separeras genom utfallning vid pH-vardet cirka 2,5-6,5, 
foretradesvis pH-vardet cirka 3,0-5,0, 

- de sulfonerade proteinema separeras genom utfallning vid temperaturen cirka 25- 
55°C, foretradesvis temperaturen cirka 30-50°C, 

- de sulfonerade proteinema separeras genom langsam overgang, foretradesvis under 
10-40 minuter, fran stegets b) pH-varde till stegets c) pH-varde for utfallning av de 
sulfonerade proteinema, foretradesvis till den nedre gransen av sistnamnda pH-var- 
det, 

- en blandning av utfallningen efter installningen av surt pH genomfors, foretrades- 
vis under cirka 10-60 minuter, och att 

- den vid surt pH befmtliga utfallningen (fallningen + vattenfasen) koncentreras 
genom mikrofiltrering, foretradesvis fore isolering av fallningen ur utfallningen eller 
dess med en andra metod erhallna koncentrat, varvid fallningen separeras fran 
atminstone en del av den behandlade vasslan. 

10. Process enligt patentkrav 8 eller 9, kannetecknad av att steg b) och steg c) 
iimefattar separering av de sulfonerade proteinema genom utfallning vid surt pH 
turvis i atminstone tva karl, foretradesvis sa, att steg b) och steg c) utfors turvis i tva 
karl, eller sa, att stegens b) och c) fylhiings-, tomnings- och separeringsoperationer 
turas om med stegens huvudoperationer (sulfonering, utfallning) eller sa, att separe- 
ringsoperationen turas om med en successiv helhet bestaende av nanmda huvud- 
operationer. 

1 1. Process enligt nagot av patentkraven 8-10, kannetecknad av att steg c) inne- 
fattar en utfallning vid surt pH, en separering och tillvaratagning av den frigjorda 
svaveldioxiden, foretradesvis genom att i utfallningsblandningen leda inertgas, som 
transporterar svaveldioxiden till en behallare, dar den konverteras till svavelsyrlighet 
och gama neutraliseras, heist med NaOH till i processen ateranvandbart NaHSOs, 
vilket atermatas som sulfit till steg b). 
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12. Process enligt nagot av patentkraven 8-11, kannetecknad av att steg c) inne- 
fattar atminstone ett av foljande slutbehandlingssteg 

- utfallning eller ett tvattat koncentrat darav koncentreras till proteinpasta, fore- 
tradesvis medelst en centrifiigseparator, ett remfilter och/eller ett tmmfilter och 

5 eventuellt, 

- proteinpastan blandas och/eller regleras till onskat pH, foretradesvis till vardet 6-8 
medelst en baf dler basblaiidnirig, soni foretrMes^^ NaOH eller en blandning av 
NaOH, Ca(OH)2 och KOH, varvid mangden CaOH heist ar sadan, att den atminsto- 
ne ersatter vasslans ursprungliga mangd Ca, 

10 - de i utfallningen eller i filtratet efter separeringen befmtliga och vid namnda pH 
losliga sulfonerade proteinemas (t.ex. P-laktoglobulin) tillvaratagning, foretradesvis 
genom ultrafiltrering, och eventuell vidarebehandling, sasom koncentrering, pH-reg- 
lering, tvattning, hydrolys och/eller torkning. 

15 13. Process enligt nagot av patentkraven 8-12, kannetecknad av att steg c) inne- 
fattar en separering av de sulfonerade proteinema ur den behandlade vasslan och 
varandra genom fraktionsutfallning vid flera sura pH, varvid i den forsta utfall- 
ningen den fallning, som bildas i det forsta sura pH och darmed innehaller de vid 
namnda pH olosliga proteinema, separeras, foretradesvis genom centrifugering och/- 

20 eller mikrofiltrering, och tillvaratages, och med det i namnda pH bildade vatten- 
fasen, mao. filtratet eller ett koncentrat darav, iimehallande i namnda pH losliga 
proteiner, utfors en andra utfallning vid ett annat surt pH, separeras och tillvara- 
tages, osv., tills foljande komponenter tagits till vara: de falhiingar och proteiner, 
vilka motsvarar varje sura utfalhiings-pH, samt den efter alia utfallningar kvarblivna 

25 vattenfasen som innehaller vid alia utfallnings-pH losliga forblivna proteinema, 
vilka kan isoleras genom koncentrering och torkas. 

14. Process enligt patentkrav 13, kannetecknad av att steg c) innefattar separering 
av de sulfonerade proteinema genom utfallning i tva eller tre sura, foretradesvis 

30 sjunkande pH, foretradesvis vid pH cirka 5,0, varvid t.ex. en vasentlig del av vass- 
lans a-laktalbumin utfaller, vid pH cirka 4,5, varvid t.ex. utfaller en vasentlig del av 
vasslans boskapssemmalbumin (BSA), och vid pH cirka 4,0, varvid t.ex. utfalles 
resten av boskapssemmalbuminet och de ovriga i surt medium utfallande protei- 
nema, i namnda ordning, varvid kvar blir en vattenfas, mao, den del av den be- 

35 handlade vasslan, som innehaller proteiner, tex. P-laktoglobulin, som forblivit 
losliga i namnda tre utfallnings-pH. 
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